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 Le diabète est associé à divers types de complications au niveau vasculaire affectant 
la micro et la macro-vasculature, ce qui contribue à l'augmentation de l'incidence 
d'infarctus du myocarde, d'ACV, de néphropathie et de rétinopathie. Parmi les mécanismes 
expliquant l'apparition de ces complications, la glycation des protéines joue un rôle 
important. En effet, il est connu que la glycation des protéines de la matrice extracellulaire 
(élastine, collagène) affecte les propriétés mécaniques des tissus constitués de celles-ci. 
Nous pensons que la glycation des protéines du cytosquelette peut également affecter les 
propriétés mécaniques de cellules présentes au niveau de la vasculature, telles que la cellule 
du muscle lisse vasculaire ou la cellule endothéliale, et ainsi affecter les fonctions 
cellulaires dépendantes d'une réorganisation du cytosquelette, telles que la contraction 
cellulaire. 
 Le glyoxal (GO) est un composé hautement réactif de la famille des oxoaldéhydes, 
considéré comme un puissant agent de glycation au niveau cellulaire, puisqu'il réagit 
rapidement avec les groupements amines des protéines de façon à former des produits de 
glycation avancés (PGA). L'étude présentée dans cette thèse démontre d'une part que 
l'exposition à cet agent de glycation entraîne une augmentation de la rigidité cellulaire ainsi 
qu'une augmentation de la réponse contractile cellulaire générée par la machinerie 
actomyosine, en réponse à l'AngII. 
 À la lumière de ces résultats, nous proposons qu'une exposition au GO peut induire 
des modifications post-traductionnelles de type non-enzymatique des protéines impliquées 
dans la machinerie contractile et ainsi altérer la fonction contractile cellulaire. C'est 
pourquoi nous avons en second lieu évalué la glycation de trois protéines impliquées dans 
la machinerie contractile (actine, ROCK, gelsoline) par un essai basé sur la réaction d'une 
sonde fluorescente et perméable à la membrane cellulaire, soit le carboxyfluorescéine 
diacetate succinimidyl ester (CFDA-SE), avec les amines primaires des protéines. Par cet 
essai, nous avons observé une augmentation de la glycation de l'actine et de ROCK, de 
même qu'une augmentation de l'interaction entre l'actine et la GSN. Cette thèse montre 
également l'implication de l'activité kinase de ROCK dans l'amplification de la réponse 
contractile, suggérant que la glycation de ROCK pourrait moduler son activité. En 
conclusion, la modification des protéines cellulaires par le GO pourrait affecter leurs 
fonctions et propriétés mécaniques, notamment par la modulation d'importantes interactions 
protéine-protéine impliquées dans la contraction cellulaire et dans l'organisation du 
cytosquelette. 
Mots clés: Glycation,	  glyoxal,	  propriétés	  mécaniques	  cellulaires,	  contraction	  cellulaire.
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INTRODUCTION 
1. LES COMPLICATIONS VASCULAIRES DIABÉTIQUES 
 Le diabète mellitus (DM) est une pathologie définie par une déficience (type I) ou 
une résistance à l'insuline (type II) entraînant un désordre métabolique caractérisé par une 
hyperglycémie chronique. Le glucose est indispensable aux cellules et fournit à l'organisme 
l'énergie nécessaire à son fonctionnement par la génération d'ATP (adénosine triphosphate) 
via le processus de glycolyse. Quant à l'insuline, son principal rôle est d'assurer l'entrée de 
glucose dans les cellules de l'organisme en permettant la translocation du transporteur de 
glucose insulino-dépendant (Glut4) à la membrane plasmatique et ainsi maintenir la 
concentration plasmatique de glucose normal (Kanai et al., 1993). Lorsque les cellules ne 
répondent plus efficacement à l'insuline, ce qui survient dans le cas du DM de type II, la 
concentration de glucose sanguin augmente et à plus long terme, des dommages importants 
à la paroi vasculaire, aux tissus et aux différents types cellulaires exposés à ces 
concentrations élevées de glucose peuvent survenir. Le diabète de type II est la forme la 
plus commune de diabète. Sa prévalence augmente avec la l'âge, l'obésité, la sédentarité et 
une alimentation malsaine (Harris et al., 1998). La toxicité du glucose dépend de différents 
mécanismes; tels que l'activation de la signalisation des polyols et des hexosamines, 
l'activation de la PKC et la formation de produits de glycation avancés (PGA) (Ahmed, et 
al., 2010). Dans cette thèse, nous discuterons plus en détail du mécanisme associé à la 
formation des PGA et leurs impacts sur la cellule. Il est connu que la glycation des 
protéines de la matrice extracellulaire (élastine, collagène) affecte les propriétés 
mécaniques des tissus constitués de celles-ci (Yoshinaga et al., 2012). Nous pensons que la 
glycation des protéines du cytosquelette peut affecter les propriétés mécaniques cellulaires 
et les fonctions cellulaires dépendantes d'une réorganisation du cytosquelette. 
 
 À long terme, la toxicité du glucose contribue de façon irréversible à l'apparition des 
complications vasculaires souvent avant même que le diagnostic ne soit posé (Figure 1). 
L’étape asymptomatique de prédiabète est caractérisée par une hyperglycémie modérée 
ainsi que le début de la résistance à l'insuline et du défaut de sécrétion. Dès lors, le patient 
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devient à risque de développer diverses complications, catégorisées au niveau 
macrovasculaires et microvasculaires. Les complications diabétiques macrovasculaires, 
telles que l'infarctus du myocarde, les accidents cérébrovasculaires et l'insuffisance 
artérielle périphérique découlent du développement de la plaque d'athérosclérose. Ce 
phénomène, qui obstrue progressivement les artères, est catalysé par la toxicité du glucose 
sur l'endothélium des artères de moyens et de gros calibres (Chhabra, 2009). Les 
complications microvasculaires quant à elles affectent l'homéostasie des plus petits 
vaisseaux (artérioles, capillaires) et perturbent les fonctions des organes qu'ils irriguent. Les 
organes hautement vascularisés seront davantage atteints expliquant ainsi l'incidence élevée 
de rétinopathie, de néphropathie, de neuropathie et de pied diabétique. 
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Figure 1: Progression du diabète mellitus de type 2 et de ses complications. 
L'étape de prédiabète est caractérisée par une augmentation de la résistance à l'insuline, ce 
qui fait augmenter la concentration de glucose sanguin (courbe bleue et verte) et par un 
processus compensatoire provoquant une hyperinsulinémie (courbe orange). La deuxième 
étape de la progression du désordre métabolique est marquée par l'incapacité des cellules 
bêta-pancréatiques à libérer suffisamment d'insuline et l'hyperglycémie devient alors 
importante. Adapté de Ramlo-Halsted et al (Ramlo-Halsted et Edelman, 1999). 
 
1.1. Physiologie du système vasculaire 
 Afin de comprendre comment se manifestent les complications du diabète, il est 
important de bien connaître le système vasculaire. Voici donc quelques notions 
anatomiques et fonctionnelles du système vasculaire qui auront pour but de faciliter la 
compréhension de la pathophysiologie diabétique. 
1.1.1. Le système circulatoire 
 Le système circulatoire permet le transport du sang à travers les différents organes, 
afin notamment d'assurer un apport de nutriments et d'oxygène, d'évacuer les déchets 
métaboliques et de transporter les hormones d'une partie à un autre du corps humain. La 
circulation systémique du sang commence dans l'oreillette gauche du coeur afin 
d'acheminer le sang oxygéné vers les organes via les artères, les artérioles puis les 
	   15 
capillaires (Figure 2). Par la suite, le sang remonte par les veinules, ensuite par les veines 
pour enfin retourner dans l'oreillette droite. Dans un deuxième processus, le sang 
désoxygéné se dirige vers les poumons dans un second circuit indépendant, appelé 
circulation pulmonaire, où le sang s'oxygénera à nouveau pour ensuite retourner dans 
l'oreillette gauche et réemprunter la voie systémique. 
 
 Chacune des structures vasculaires possède des caractéristiques physionomiques 
associées à leur fonction. D'abord, le sang est acheminé aux tissus via le réseau artériel, 
passant d'abord par les artères, composées de cellules musculaires lisses, qui possèdent une 
paroi vasculaire très robuste et élastique permettant d'accommoder un flot sanguin à fort 
débit généré par les pulsations cardiaques, et de maintenir une pression artérielle normale 
(Bank et al., 1996). Les artères se divisent en vaisseaux de plus petits calibres, soit les 
artérioles qui possèdent également des cellules musculaires lisses, de façon à contrôler le 
débit sanguin vers les capillaires par la constriction ou la dilatation de leur paroi. Chaque 
tissu contrôle son propre flot sanguin selon ses besoins via la constriction des artérioles et 
des sphincters précapillaires, ce dernier étant l'équivalent d'une fibre musculaire lisse 
encerclant le capillaire à son commencement (Wiedeman et al., 1976). 
 
1.1.1.1. Les tuniques concentriques artérielles 
 Les artères sont composées de trois couches distinctes, assurant le bon 
fonctionnement de la circulation sanguine, soit l'intima, la média et l'adventice (Figure 3). 
L'intima est la couche directement en contact avec la lumière du vaisseau et celle-ci est 
composée de l'endothélium, de la lame basale et de la lame interne élastique. L'endothélium 
est un important régulateur du tonus vasomoteur, de la balance hémostatique, de la fonction 
de barrière entre le sang et les structures sous-jacentes, de la croissance et de la 
prolifération cellulaire (Aird, 2007). En effet, les cellules endothéliales (CE) occupent un 
rôle important au sein de la vasculature, puisqu'elles  
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Figure 2: Circulation systémique et pulmonaire.  
 
La circulation systémique achemine le sang oxygéné de l'oreillette gauche vers les 
membres, les organes et la tête, empruntant les artères, les artérioles puis les capillaires 
(circuit en rouge). Le sang reprend son chemin vers l'oreillette droite par les veinules et les 
veines (circuit en bleu). La circulation pulmonaire permet quant à elle de réoxygéner le 
sang dans un circuit indépendant. Adapté de http://scblood.weebly.com. 
 
 
répondent à divers médiateurs et aux forces mécaniques induites par le flot sanguin de 
façon à produire plusieurs facteurs de contraction ou de dilatation, tels que le NO, la 
prostacycline et le FEHP (facteur endothelial hyperpolarisant) (Furchgott et Vanhoutte, 
1989). La lamina basale, composée majoritairement de collagène, de laminine et de 
fibronectine, procure quant à elle le support nécessaire pour la régénération et l'attachement 
de la couche de CE en plus de jouer un rôle prépondérant dans la perméabilité vasculaire et 
la coagulation sanguine (Kramer et al., 1984). La lamina interne élastique, quant à elle, est 
composée de fibres élastiques d'élastine, elle agit à titre de barrière physique empêchant les 
macromolécules de se retrouver dans l'intima. 
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 La cellule musculaire lisse régule l'état contractile du vaisseau et fait partie du 
second niveau de structure de celui-ci appelé la média. Elle fonctionne en tandem avec une 
couche hétérogène composée de fibres d'élastine et de collagène, appelée lame élastique 
externe. Les artères sont dites élastiques ou musculaires, selon la proportion de 
composantes cellulaires et fibreuses qu'elles contiennent. Les artères élastiques, 
généralement de large diamètre, sont majoritairement composées d'élastine et de collagène, 
leur conférant la compliance nécessaire à l'emmagasinage de l'énergie générée par les 
contractions cardiaques. Les artères musculaires, de moyens calibres, sont quant à elles 
situées en aval des artères élastiques et vont acheminer le sang vers les différents organes, 






Figure 3: Représentation histologique d'une artère. 
L'artère est composée de trois tuniques : l'intima (cellule endothéliale et lame basale), la 
média (cellules musculaires lisses) et l'adventice (tissus conjonctifs). Tiré de la thèse de 
C.Cuerrier, 2010 (Cuerrier, 2010). 
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 La couche externe, appelée adventice est composée de tissus conjonctifs, de fibres 
musculaires, de fibroblastes, ainsi que du vaso vasorum. Le vaso vasorum est constitué de 
petites artères, d'artérioles, de capillaires, et de nerfs, permettant l'apport en nutriments et en 
oxygène aux vaisseaux. L'adventice peut varier en épaisseur et en organisation, selon 
l'emplacement de l'artère (Rutherford, 2010). 
1.1.1.2. La microcirculation 
 La fonction des capillaires est d'assurer à l'intérieur d'un tissu les échanges de 
fluides, de nutriments, d'électrolytes, d'hormones et d'oxygène entre le sang et le fluide 
interstitiel. Pour ce faire, la paroi capillaire est composée d'une couche unique et mince de 
cellules endothéliales (épaisseur ~ 0,5 um, diamètre interne ~ 4-9 um) qui possèdent 
plusieurs pores perméables à l'eau et à d'autres petites molécules. En effet, l'espace 
intercellulaire est d'environ 6 à 7 nm et permet le passage des molécules de diamètre 
moléculaire inférieur, incluant l'eau, l'urée, le glucose et divers éléctrolytes (Na+, K+, Ca2+, 
etc.). La paroi du capillaire de type continu est seulement entourée d'une lamina basale et 
d'une couche incomplète de péricytes (Figure 4). Malgré que le capillaire continu soit le 
plus commun, il existe deux autres types de capillaires davantage permissifs dans les 
échanges entre le sang et les tissus, soit le type fenestré et discontinu permettant 
d'accommoder les besoins de certains organes tels, le foie, la rate ou l'hypophyse (Hall, 
2010; Rutherford, 2010). 
 
 
Figure 4: Représentation histologique d'un capillaire. 
Le capillaire de type continu (le plus commun) permettant les échanges gazeux et de 
nutriments vers les organes qu'il entoure. Adapté de http://scblood.weebly.com. 
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1.1.2. Les composés vasoactifs 
 Le contrôle de la pression artérielle et du flot sanguin dépend notamment de l'état 
contractile des cellules musculaires lisses vasculaires, qui est régulé par de nombreux 
facteurs, dits vasoactifs. À la surface des cellules musculaires lisses se trouvent des 
récepteurs qui répondent à de nombreuses hormones et peptides tels que l'angiotensine 
(Wynne et al., 2009), la bradykinine (Luo et al., 1999), l'endothéline (Wynne et al., 2009), 
la vasopressine (Caramelo et al., 1989) et l'oxyde nitrique (ON) (Grange et al., 2001) qui 
entraînent en une vasodilatation ou une vasoconstriction. La variation du diamètre de la 
lumière vasculaire permet ainsi de moduler le débit interne afin d'assurer l'homéostasie 
optimale du système vasculaire. 
1.1.2.1. L'Angiotensine II 
 Parmi ces composés vasoactifs, on retrouve l'angiotensine II (AngII), une hormone 
en grande partie responsable de la régulation de la pression artérielle et qui par conséquent 
représente une cible pharmacologique de choix dans le contrôle de l'hypertension artérielle. 
L'AngII est synthétisée in vivo à partir de la conversion de l'angiotensinogène par la rénine 
circulante produite par le rein pour former l'AngI, qui sera à son tour converti vers le 
composé actif AngII via l'enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE). Quoiqu'il existe 
deux récepteurs de l’AngII, l’AT1-R et l'AT2-R, la plupart des effets physiologiques induits 
par l'AngII impliquant la cellule du muscle lisse vasculaire (CMLV) passent par le 
récepteur AT1. Ce récepteur est couplé aux protéines G (Gq, G12/13 et Gi) et selon le type 
cellulaire produira différents effets physiologiques (Gilman, 1991). Les effets de l'AngII sur 
la vasculature sont multiples. L'AngII régule notamment la croissance, la contraction, la 
migration, l'hypertrophie, et le réarrangement du cytosquelette des CMLV. De plus, elle 
régule la sécrétion de NO, la perméabilité et l'expression de molécules d'adhésion des CE et 
elle affecte la synthèse et la dégradation de la matrice extracellulaire (Mehta et Griendling, 
2007). 
 
 Lorsque le récepteur AT1 des CMLV au niveau des artères et des artérioles pré-
capillaires est activé par l'AngII, il entraîne la contraction des CMLV générant la 
contraction du vaisseau, permettant ainsi de réguler la pression sanguine. Ce processus 
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contractile des CMLV est initié par l'activation concomitante des voies de signalisation Gq 
et G12/13, (Figure 5). L'activation de la protéine Gq entraîne l'activation de la phospholipase 
C (PLC), qui catalyse l'hydrolyse du phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) à la 
membrane plasmique pour générer deux seconds messagers, soit l'inositol 1,4,5,-
trisphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). Ceux-ci entraînent une augmentation de la 
concentration de calcium cytosolique; d'une part par la relâche du réticulum endoplasmique 
induit par la liaison de l'IP3 à son récepteur IP3R et d'autre part, par l'entrée de calcium du 
milieu extracellulaire via l'ouverture des canaux calciques membranaires induit entre autres 
par le DAG. Cette augmentation du niveau de calcium intracellulaire entraîne la formation 
du complexe Ca2+-calmoduline, qui active la kinase de la chaîne légère de la myosine 
(KCLM). La KCLM phosphoryle la chaîne légère de la myosine (CLM) pour induire un 
changement conformationnel permettant sa liaison avec l'actine et initier le processus 
contractile cellulaire (se référer au chapitre 3) (Garcia et al., 1995; Goeckeler et 
Wysolmerski, 1995; Kamm et Stull, 2001). La protéine G12/13 entraîne quant à elle la 
signalisation de la protéine RhoA qui active la protéine rho-kinase (ROCK), une 
sérine/thréonine kinase qui entraîne la contraction cellulaire d'une part par la 
phosphorylation directe de la CLM, mais aussi par l'inhibition de la phosphatase de la CLM 
(PCLM), permettant ainsi de lever l'action inhibitrice de PCLM sur la phosphorylation de la 
CLM (Figure 5). 
  




Figure 5: Signalisation induite par l'activation du récepteur AT1, couplé aux voies Gq 
et G12/13. 
La voie Gq  implique l'activation de la KCLM, alors que la voie G12/13 passe par l'activation 
de la rho-kinase (ROCK). Ces deux voies mènent à la phosphorylation de la CLM, qui ainsi 
activée peut former le complexe actomyosine responsable de la contraction cellulaire. PKC, 
protéine kinase C; DAG, diacyglycérol; PLC, phospholipase C; IP3, inositol trisphosphate; 
KCLM, kinase de la chaîne légère de la myosine, PCLM, phosphatase de la chaîne légère 
de la myosine, RhoA, GTPase apparentée à RAS, membre A. 
 
 
 L'activation de la voie de signalisation Rho/ROCK est aussi responsable de la 
régulation de l'état de polymérisation du cytosquelette d'actine. L'activité de ROCK 
entraîne l'activation de la LIM kinase qui à son tour phosphoryle la protéine cofiline, de 
façon à inhiber la dépolymérisation de l'actine (Lawler, 1999). En effet, la cofiline, sous sa 
forme non-phosphorylée, permet le remodelage rapide du cytosquelette d'actine par le 
désassemblage des filaments, entraînant notamment la formation de protrusions 
membranaires et la division cellulaire (Lawler, 1999). Lorsque celle-ci est phosphorylée, 
elle devient inactive et favorise le processus de polymérisation au détriment de la 
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dépolymérisation des filaments. L'activation de ROCK entraîne donc une inhibition de la 
cofiline causant l'accumulation de fibres de stress (T. Amano et al., 2001; Maekawa et al., 
1999). 
 Il existe d'autres effecteurs de ROCK, qui influencent le cytosquelette (Nunes et al., 
2010). D'une part, les protéines de la famille ERM (ezrine-radixine-moesine), responsables 
de l'ancrage du cytosquelette d'actine à la membrane plasmique. Suivant leur activation par 
ROCK, elles se lient à l'actine permettant la connexion des filaments d'actine avec la 
membrane (Ivetic et Ridley, 2004). D'autre part, l'adducine, une protéine associée à la 
membrane cellulaire et localisée aux jonctions cellule-cellule, promeut l'association de la 
spectrine avec la F-actine suivant sa phosphorylation par ROCK (Fukata et al., 1999), et 
ainsi augmente la réponse contractile cellulaire (P.-Y. Liu et Liao, 2008). Finalement, la 
vimentine, une protéine présente dans la composition des filaments intermédiaires du 
cytosquelette cellulaire, est aussi phosphorylée par ROCK, entraînant un désassemblage et 
une réorganisation spatiale de ces filaments (Lei et al., 2013). 
 
1.2. Physiopathologie 
 Les conditions d'hyperglycémie chronique sont associées à une altération des 
propriétés mécaniques des vaisseaux sanguins, qui pourrait expliquer l’évolution de 
certaines complications du diabète. Les dommages vasculaires causés par le DM se 
manifestent notamment par une diminution du diamètre de la lumière artérielle et une 
augmentation de la rigidité des parois des vaisseaux, comparativement aux sujets non-
diabétiques (Ruiter et al., 2010). Ces effets se répercutent sur les différentes structures 
artérielles, causant une modulation de la pression artérielle et une modulation du flot 
sanguin circulant dans les organes et les membres inférieurs (Rizzoni et al., 2001; E. Suzuki 
et al., 2001; Zieman, Melenovsky et Kass, 2005). De plus, on observe au niveau des 
artérioles pré-capillaires une modulation du cycle de contraction et de dilatation des 
artérioles terminales régulant la distribution du sang dans le réseau de capillaires causant 
d'importantes perturbations chez les patients diabétiques (Meyer et al., 2003; Stansberry et 
al., 1996). La rigidité artérielle est d'ailleurs considérée comme un élément prédicateur de 
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maladies cardiovasculaires, d'accidents cérébro-vasculaires, de démence et d'insuffisance 
rénale (Tsuchikura et al., 2010; Zieman et al., 2005). 
 
  Les propriétés mécaniques des vaisseaux sont régulées autant par des éléments 
structurels de la matrice extracellulaire que par l'état fonctionnel des cellules de la paroi 
vasculaire. D'abord au niveau structurel, le diabète entraîne une altération de la structure et 
de l'organisation des protéines de la matrice extracellulaire et subséquemment affecte les 
fonctions mécaniques des tissus (Connizzo et al., 2014). Par exemple, il est démontré que la 
morphologie et la densité des fibres de collagène et d'élastine in vitro sont altérées dans des 
conditions d'hyperglycémie (Gonzalez et al., 2014; Kent et al., 1985; Yoshinaga et al., 
2012). Ce faisant, la paroi des vaisseaux sanguins est souvent rigide et moins élastique 
entraînant une diminution de la compliance artérielle des patients diabétiques par rapport 
aux patients non-diabétiques (Tajaddini et al., 2005). 
 
  Pour ce qui est des composantes cellulaires, la rigidité vasculaire est influencée par 
la signalisation des CE et par l'état contractile des CMLV (Zieman et al., 2005). Ces 
fonctions cellulaires sont régulées par différents médiateurs (NO, AngII, endothéline, etc.) 
de même que par la stimulation mécanique des cellules générée par les forces de 
cisaillement du flot sanguin.  
 
 Les CE jouent un rôle important dans la régulation de la contraction et de la 
relaxation des CMLV, et leur dysfonction pourrait influencer la fonction contractile des 
CMLV. Par exemple, un défaut de synthèse et de relâche d'oxide nitrique (ON) par les CE 
est un évènement important dans la dysfonction endothéliale associée au DM, puisqu'il 
perturbe la réponse vasodilatatrice induite mécaniquement par l'augmentation du flot 
sanguin dans des conditions d'hyperglycémie (Meyer et al., 2008). Par surcroît, la 
dysfonction endothéliale causée par le DM entraîne une altération de ces fonctions anti-
thrombogénique, anti-inflammatoire et anti-proliférative (Loscalzo, 2001). On note 
également une augmentation de la perméabilité de l'endothélium, ce qui vient entraver sa 
fonction de barrière entre le liquide interstitiel et le plasma sanguin (Hempel et al., 1997; 
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Hirose et al., 2010; Perrin et al., 2007) et constitue un facteur de risque associé à la 
formation d'athérosclérose. 
 Une dysfonction des CMLV peut également expliquer les perturbations de la 
réponse contractile vasculaire, telles que rapportées sur des artères isolées de sujets 
diabétiques (Guo et al., 2005; Veves et al., 1998). En effet, la réponse contractile des 
vaisseaux sanguins est modulée dans des conditions d'hyperglycémie, lorsque ceux-ci sont 
dénudés de l'endothélium (Nobe et al., 2008). Une modulation de la réponse mécanique du 
vaisseau est donc influencée dans ce contexte uniquement par une modulation de l'activité 
contractile des CMLV. Malgré qu'on ne puisse conclure sur les mécanismes précis 
responsables des perturbations de la réponse vasculaire chez le sujet diabétique, la 
perception est que le DM semble augmenter la vasoconstriction et diminuer la 
vasodilatation.  
 
1.2.1. L'hyperglycémie et ses mécanismes d'action 
 La toxicité du glucose affecte tous les niveaux de structures vasculaires; autant les 
éléments de la matrice extracellulaire que les cellules présentes dans l'intima, la média et 
l'adventice. Plusieurs mécanismes moléculaires pourraient permettre d'expliquer comment 
les fortes concentrations de glucose associées aux complications du diabète ont un impact 
sur la cellule endothéliale et la cellule de muscle lisse vasculaire. Ces différents 
mécanismes seront brièvement résumés, mais notre attention sera davantage orientée sur la 
formation des PGA, qui fait d'ailleurs l'objet de cette thèse. 
 
 Le premier processus à avoir été proposé est celui associé à la voie de signalisation 
du polyol qui normalement transforme les composés aldéhydes toxiques intracellulaires en 
dérivés alcool non actifs par l'action de l'enzyme aldose réductase. Cependant, à plus 
grande concentration, le glucose sera également transformé (Gabbay et al., 1966) et une 
accumulation de sorbitol et de son dérivé, le fructose, peut engendrer des dommages 
osmotiques importants (Hawthorne et al., 1989). La contribution de ce processus varie 
selon l'espèce, le site et le tissu. À noter que le fructose et son intermédiaire, le 3-
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désoxyglucosone sont impliqués dans la formation de produits de glycation avancés 
(mécanisme discuté ultérieurement).  
 
 Par ailleurs, l'activation de la protéine kinase C (PKC), une sérine-thréonine kinase, 
a aussi été rapportée dans plusieurs tissus diabétiques, tels que la rétine, le rein, le coeur et 
l'aorte (Inoguchi et al., 1992). La PKC est activée par l'augmentation des niveaux de DAG, 
qui est synthétisé de novo via les intermédiaires glycolytiques, tels que le di-
hydroxyacétone-phosphate et le glyceraldéhyde-3-phosphate (King et al., 1997). Une 
augmentation de l'activité de la PKC affectera donc diverses fonctions associées, incluant la 
production de cytokines et de nombreux facteurs de croissance, la régulation de l'expression 
de composés vasoactifs, tels que le NO, l'AngII et l'endothelin-1 et la régulation du 
cytosquelette d'actine (Ahmed et al., 2010; C. Larsson, 2006). 
 
 D'autres études à la fin des années 1990, montrent que l'hyperglycémie est reliée à 
une augmentation de la voie de signalisation des hexosamines; voie responsable de la 
formation des protéoglycans et de glycoprotéines via la synthèse de glucosamine. Il est à 
noter qu'une surproduction de glucosamine est associée à des changements pathologiques 
dans l'expression de gènes (Sayeski et Kudlow, 1996). Par exemple, une augmentation de 
D-glucosamine aurait pour conséquence de stimuler la transcription du facteur de 
croissance transformant bêta-1 (TGF-B1) causant ainsi une expansion de la matrice rénale 
(Schleicher et Weigert, 2000). 
 
 Finalement, cette thèse porte sur l’implication des produits de glycation avancés 
(PGA) dans le développement des dysfonctions cellulaires associées au diabète. Les PGA 
proviennent d'une réaction non enzymatique entre le glucose et les protéines. Les PGA 
peuvent se former sur les protéines plasmatiques, les protéines intracellulaires, les protéines 
extracellulaires, les lipides et l'ADN, conduisant à diverses perturbations fonctionnelles de 
la cellule. Comme ce processus se produit de façon irréversible chez les patients 
diabétiques, les conséquences sont d'autant plus importantes. Il est d'ailleurs démontré 
qu'une inhibition pharmacologique des PGA diminue la progression des rétinopathies, des 
néphropathies et des neuropathies diabétiques (Ellis et Good, 1991; Hammes et al., 1994; 
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Miyauchi et al., 1996; Soulis et al., 1996). Les détails mécanistiques reliés à l'action des 
PGA seront discutés au chapitre suivant. 
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2. LES PRODUITS DE GLYCATION AVANCÉS (PGA) 
 Plusieurs études suggèrent que les complications d’ordre vasculaires sont le résultat 
direct de l’exposition chronique au glucose suite à la formation de PGA (Aronson, 2004; 
Hammes et al., 1994; Soulis et al., 1996). Nous allons décrire plus en détail dans cette 
section le processus de formation des PGA et ses mécanismes d'action. 
2.1. La réaction de Maillard 
 Les PGA sont issus d’une réaction non enzymatique spontanée, appelée réaction de 
Maillard, formant un lien covalent entre un groupement carbonyle (aldéhyde ou cétone) 
d'un sucre et un groupement amine d'une protéine, de l’ADN ou des lipides, (Figure 6) 
(Maillard, 1912). Cette réaction produit un intermédiaire instable, la base de Schiff, 
pouvant se réarranger de façon plus stable sous la forme d’une céto-amine, appelée produit 
d’Amadori ou produit de glycation précoce (Wautier et Schmidt, 2004). Ultimement, le 
produit d’Amadori peut former, de façon irréversible, une variété de PGA suivant une 
série de réarrangements intramoléculaires tels que la déshydratation, l'oxydation, la 
fragmentation, etc. Les PGA peuvent également se former entre deux groupements amines 
de façon à créer un pontage intra- ou inter-moléculaire pouvant créer à plus grande échelle 
un réseau de réticulation (Wautier et Schmidt, 2004). 
 
 L'importance de la réaction de Maillard in vivo a été réalisée avec la découverte d'une 
modification post-traductionnelle de l'hémoglobine qui survient entre le glucose et le 
groupement N-terminal de la chaîne bêta de celle-ci (Cerami et Ulrich, 2001). 
L'hémoglobine glyquée est utilisée aujourd'hui en tant que marqueur du contrôle de la 
glycémie chez les patients diabétiques et peut atteindre jusqu'à 6,0-6,5% de modifications 
chez ces patients (Inzucchi, 2012). La mesure de la glycation de l'albumine sérique est aussi 
utilisée aujourd'hui à titre d'indicateur clinique du contrôle glycémique. Comme la demi-vie 
de l'albumine est de deux semaines plus courte que celle de l'hémoglobine, celle-ci reflète 
la glycémie du patient sur une plus courte période de temps (Morita et al., 2013). 
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Figure 6: Schéma représentant la réaction de Maillard. 
La réaction de Maillard est issue de la réaction d'un sucre (groupement carbonyle) avec une 
protéine (groupement amine) générant un intermédiaire instable, la base de Schiff qui se 
réarrange vers le produit d'Amadori. Ce dernier est propice à d'autres réarrangements 
formant ainsi de façon irréversible les produits de glycation avancées (PGA). Ces composés 
peuvent se former sur une seule protéine ou créer un pontage intermoléculaire générant de 




 Dans un contexte physiologique, l'étendue de la glycation des protéines dépend du 
degré et de la durée de l'exposition au carbonyle, de sa réactivité et de la demi-vie de la 
protéine. En effet, les protéines structurales de durée de vie prolongée, comme le collagène 
et l’élastine sont plus susceptibles aux modifications et à la réticulation, puisqu'elles seront 
exposées sur un plus long laps de temps. Néanmoins, des protéines de courtes demi-vies, 
par exemple certains facteurs de croissance intracellulaires (Giardino et Edelstein, 1994) ou 
des protéines cytosoliques avec des fonctions enzymatiques sont tout aussi susceptibles 
d'être glyquées (Hamelin et al., 2007; Nass et al., 2010). 
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 Parmi les réarrangements moléculaires que subissent les produits d'Amadori, la 
fragmentation oxydative et non-oxydative génère des composés impliqués dans le 
processus de glycation (Figure 7). La fragmentation oxydative, consiste en une oxydation 
en présence d'oxygène et d'ions métalliques qui libéreront l'anion O2-. et des produits de 
glycoxydation comme le carboxyméthyl-lysine (CML) ou la pentosidine. Le CML et la 
pentosidine sont tous les deux fortement accumulés dans les tissus de patients diabétiques 
(Reddy et al., 1995). 
 
 La fragmentation non-oxydative peut quant à elle engendrer la formation d'α-
oxoaldéhydes, tels que le 3-désoxyglucosone, le méthylglyoxal ou le glyoxal (Thornalley et 
al., 1999). Ces composés de petite taille moléculaire sont hautement réactifs et vont à leur 
tour réagir soit avec des protéines ou des produits d'Amadori pour produire d'autres 
composés PGA (Cerami et al., 1988). Ces dicarbonyles sont issus également de diverses 
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Figure 7: Voies possibles de formation des PGA et des composés oxo-aldéhydes. 
Les PGA (produits avancés de glycation) sont issus de ces différents processus: la 
décomposition du produit d'Amadori, la glycose du glucose générant le glycéraldéhyde et le 
MGO, la fragmentation de la base de Schiff ou du produit d'Amadori et l'auto-oxidation du 
glucose générant notamment le glyoxal. MGO, méthylglyoxal; CML, N-carboxyméthyl-
lysine; 3-DG, 3-désoxyglucosone; CEL, N-carboxyéthyl-lysine. 
 
2.2. Les précurseurs des PGA 
 Différentes molécules de la classe des cétones ou des aldéhydes présentes in vivo 
sont en mesure d'induire la glycation. Bien entendu, les sucres tels que le glucose, le 
fructose et le ribose, mais aussi d'autres molécules issues du métabolisme du sucre ou de la 
dégradation d'intermédiaires de glycation peuvent réagir avec le groupement amine d'une 
protéine. Ceux-ci possèdent tous un niveau de réactivité intrinsèque, expliquant notamment 
la diversité des composés PGA et la difficulté à comprendre leurs effets physiologiques. La 
formation des PGA a été le sujet de nombreuses études, permettant aujourd'hui d'identifier 
plusieurs structures chimiques. Les principaux composés des PGA connus à ce jour peuvent 
être classés à l'intérieur de trois familles : les composés fluorescents réticulés, les non-
fluorescents réticulés et les non-fluorescents non-réticulés (Ahmed, 2005). Le Tableau 1 
présente les différents composés qui ont été caractérisés jusqu'à maintenant ainsi que les 
précurseurs associés à leur formation. L'action des sucres et des composés de types oxo-
aldéhydes, étant les principaux précurseurs des PGA in vivo, seront décrites ici-bas. 
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2.2.1. Les glucides 
 Par définition, les glucides sont une classe de molécules organiques contenant un 
groupement carbonyle (aldéhyde ou cétone) et plusieurs groupements hydroxyles (-OH). 
Les glucides sont des nutriments essentiels qui fournissent à l'organisme l'énergie 
nécessaire à son fonctionnement par la génération d'ATP via la glycolyse. Cependant, 
lorsque ceux-ci se trouvent à des concentrations élevées, ils peuvent contribuer à la 
formation des PGA. Le pouvoir de glycation d'un sucre dépend de l'équilibre entre la forme 
cyclique et acyclique, cette dernière étant la forme réactive. Pour cette raison, le glucose est 
moins réactif que le fructose et encore moins que le ribose, formé d'un cycle à cinq 
carbones (Han et al., 2011). Outre la réaction de Maillard classique (Figure 6), les sucres 
peuvent former des PGA par deux autres processus, soit l'auto-oxidation et la glycolyse, 
tous deux responsables de la formation de deux puissants agents de glycation, soit le 
glyoxal et le methylglyoxal, respectivement (Figure 7). 
 
2.2.2. Les oxo-aldéhydes 
 Parmi les oxo-aldéhydes (ou dicarbonyles) présents in vivo, on trouve le glyoxal 
(GO), le methylglyoxal (MGO) et le 3-désoxyglucone (3-DG) (Figure 8). Contrairement 
aux sucres qui réagissent de façon préférentielle avec les groupements lysines et le domaine 
N-terminal des protéines, les oxo-aldéhydes réagiraient davantage avec les arginines. 
(Rabbani et Thornalley, 2014; Thornalley, 2008). Comme ils possèdent un dicarbonyle, ils 
peuvent réagir avec deux groupements amines et ainsi former un dimère contribuant à la 
formation de réticulation (Wells-Knecht et al., 1996).  
 
 Brièvement, MGO est produit par la fragmentation non-enzymatique des trioses 
phosphates (Phillips et Thornalley, 1993), la dégradation du produit d'Amadori, la 
peroxydation des lipides ou lors de l'oxydation de l'acétone au cours du métabolisme des 
corps cétoniques dans le foie (Koop et Casazza, 1985; Thornalley et al., 1999). La réaction 
du MGO avec les protéines génère notamment le carboxyéthyllysine (CEL) et le 1,3-di(N-
lysino)-4-méthyl-imidazolium (MOLD) (Tableau 1), tous deux observés dans les tissus des 
patients diabétiques (Degenhardt, Thorpe, et Baynes, 1998). 
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Figure 8: Structure des oxo-aldéhydes. 
(a) Le glyoxal, (b) le méthylglyoxal et (c) le 3-désoxyglucosone. 
 
 
2.2.2.1. Le glyoxal 
 Le GO fait partie des aldéhydes retrouvés en grande concentration chez les patients 
diabétiques (Tan et al., 2008). Il a d'ailleurs été estimé que près de 40 à 50 % des PGA sont 
produits par une réaction impliquant le GO (Ruggiero-Lopez et al., 1999). Malgré que la 
structure du GO diffère de celle du MGO seulement par un groupement méthyle (Figure 
8), ils peuvent engendrer différents effets au niveau intracellulaire (Akhand et al., 2001a; 
Akhand et al., 2001b). Le GO est responsable de la formation du composé GOLD (glyoxal-
derive lysine dimer), d'une hydroimidazolone (G-H; glyoxal-derived hydroimidazolone, du 
composé carboxyméthyllysine (CML) et carboxyméthylarginine (CMA), tel que présenté 
dans le Tableau 1. 
 
 Le glyoxal est produit par l'auto-oxydation des glucides, par la dégradation de la base 
de Schiff issue de la réaction de Maillard (Nass et al., 2010), par le stress oxydatif et par la 
peroxydation des acides gras polyinsaturés (Lange et al., 2012). Le glyoxal existe en 
solution aqueuse sous forme de dérivés hydratés, par l'addition d'une ou plusieurs 
molécules d'H2O, dont la proportion varie avec la concentration de glyoxal et le pH du 
milieu. Cela dit, moins de 10 % du glyoxal se présente sous la forme non-liée en solution 
aqueuse, c'est-à-dire sous forme libre et hydratée, puisque la majorité du GO se trouve lié 
aux groupements lysines et arginines (Thornalley et al., 1995). 
 
 La concentration plasmatique normale de glyoxal chez l'humain est de 0,1-1 x 10-6 M, 
et ce niveau peu doubler chez les patients atteints de diabète (Kielhorn, et al., 2004; 
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Thornalley, 1998). En effet, l'étude de Mirza (Mirza et al., 2007) rapporte une 
concentration moyenne de glyoxal sanguin chez l'humain en santé de 1,1 umol/L 
comparativement à 4,5 umol/L chez les patients diabétiques. 
 
 Il est difficile de prédire la relation entre la concentration du carbonyle et les effets 
biologiques puisque le glyoxal sera produit de façon continue dans des conditions 
pathologiques (Akhand et al., 2001a). En effet, en présence d'hyperglycémie la vitesse de 
formation du glyoxal chez les patients diabétiques dépasse les capacités de détoxification 
intracellulaire, assurées par le système enzymatique des glyoxalases, contribuant à 
l'augmentation de sa concentration (Lange et al., 2012). En effet, le système glyoxalase 
permet de limiter les niveaux de glyoxal dans les fluides et tissus en le convertissant en 
composé inactif, soit le glycolate (Kielhorn et al., 2004). Le 2-oxoaldéhyde déshydrogénase 
et l'aldose réductase peuvent également à leur tour métaboliser le glyoxal (Lange et al., 
2012). Ce processus de détoxification est également applicable pour le MGO. 
 
2.2.2.2. Sources exogènes 
 Les sources exogènes d'oxoaldéhyde proviennent majoritairement de l'alimentation. 
Il est principalement contenu dans la bière, le vin, le thé, le café, le yogourt, le pain, le riz, 
la sauce soya et l'huile, tout comme dans les produits issus des processus de fermentation, 
de cuisson ou de friture (Kielhorn et al., 2004.). La formation de PGA en cuisine est un 
processus très rapide, lorsque les conditions y sont favorables, soit une température élevée 
et la concentration de sucres importante. Au niveau environnemental, on retrouve les 
oxoaldéhydes dans la fumée de cigarette, l'échappement des véhicules, le smog, certains 
produits de nettoyage et le produit de combustion de plusieurs matériaux. Peu importe la 
source exogène, les niveaux d'absorption via le tractus gastro-intestinal, les poumons ou la 
peau ne sont pas évalués avec certitude.  
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Tableau 1 
Les principaux PGA et leur(s) mécanisme(s) de synthèse in vivo. 
PGA Synthèse in vivo 
Fluorescents et réticulés  
Pentosidine 
 
Dérivé de la réaction entre une lysine/arginine et d'un pentose 
(Grune et al., 2012; Sell et Monnier, 1989). 
Crossline 
 
Cyclo-condensation de deux molécules de glucose et deux 
groupements lysines (Grune et al., 2012). 
Versperlysine A 
 
Dérivé de la réaction de deux groupements lysines avec deux 
molécules de glucose suivant l'étape de déshydratation, de 
fragmentation oxydative et de condensation du sucre (Grune et 
al., 2012). 
Non-Fluorescents et réticulés  





Réaction de deux molécules de GO avec deux lysines (Grune et 






Réaction de deux molécules de MGO avec deux lysines (Grune 






Réaction de deux molécules de 3-DG avec deux lysines (Grune 
et al., 2012; Wells-Knecht et al., 1996). 
Glucosepane 
 
Dégradation du produit d'Amadori et réaction avec une arginine 
(Biemel, Friedl, et Lederer, 2002). 
 
  
































































Figure 1. Chemical structures of various AGEs. CML, N-carboxymethyllysine; CEL, N-carboxyethyllysine; GOLD, glyoxal-lysine dimer; MOLD,
methylglyoxal-lysine dimer.
Based on these data, we have proposed pathways
for the in vivo formation of distinct AGE classes by
glycation, sugar autoxidation, and sugar
metabolism, as shown in Fig. (2) [19, 20]. These
specific non-CML AGE antibodies have also
enabled us to identify various immunoch mically
cross-reactive compounds that exist in vivo.
(AGEs)”. AGEs were originally characterized by a
yellow-brown fluorescent color and an ability to
form cross-links with and between amino groups
[21], but the term is now used for a broad range of
advanced products of the glycation process (also
called the "Maillard reaction") [22-24], including N-
carboxymethyllysine (CML) and pyrraline, which
show neither color nor fluorescence and do not
cross-link proteins [25]. The formation of AGEs in
vitro and in vivo is dependent on the turnover rate of
the chemically modified target, the time available,
and the sugar concentration.
This article provides a brief overview of the
putative pathways involved in AGE formation and
the methods for immunochemical detection of
AGEs. We also provide direct immunological
evidence for the existence of five distinct AGE
classes (AGE-1 to -5) among the AGE-modified
proteins and peptides found in the serum of
diabetic patients on hemodialysis.
In the classical pathway for AGE formation (Fig.
(3)), a non-enzymatic reaction [1, 22, 23] between
glucose or other reducing sugars and the N-terminal
amino acid residues and/or ε-amino groups of a
protein initially forms a Schiff base adduct. The
Schiff base adduct then slowly undergoes Amadori
rearrangement to produce a more stable, but still
slowly reversible adduct. Over a period of days to
weeks, additional dehydration, condensation,
fragmentation, rearrangement, and oxidation
reactions occur, which ultimately create a
structurally heterogeneous group of adducts that
PATHWAYS FOR AGE FORMATION
Reactive derivatives from non-enzymatic
glucose-protein condensation reactions, as well as
lipids and nucleic acids exposed to reducing
sugars, form a heterogeneous group of irreversible
adducts called "advanced glycation end-products
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PGA Synthèse in vivo 
Non-Fluorescents et non-réticulés  
Dérivés monolysyl:  
N-carboxyméthyl-lysine 
(CML) ou -arginine (CMA) 
 Dégradation oxidative du produit d'amadori ou 
réaction de GO + lysine/arg ou  oxidation de la base 
de Schiff ou le produit d'Amadori (Grune et al., 
2012). 
N-carboxyéthyl-lysine (CEL) 
ou -arginine (CEA) 
 




Le produit de réaction d'un groupement lysine et du 
3-DG, suivi d'une réaction intramoléculaire (Hayase 
et al., 1989). 
Argpyrimidine 
 




Produit de la réaction entre le GO et un résidu 




Produit de la réaction entre le MGO et un résidu 




Produits de la réaction entre le 3-DG et un résidu 
arginine (Niwa et al., 1997). 
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2.3. Les mécanismes d'action des PGA 
 Il existe trois mécanismes par lesquels les PGA induisent des perturbations au 
niveau des fonctions cellulaires. Dans un premier temps, les PGA peuvent se lier à certains 
récepteurs et ainsi induire une signalisation souvent associée à la production de facteurs 
pro-inflammatoires. D'autre part, les PGA se lient aux protéines et ainsi peuvent moduler 
leur structure, leurs fonctions et même leurs interactions avec d'autres protéines. La 
glycation des protéines a été vue originalement comme étant un processus de modifications 
post-traductionelles qui se produit surtout sur les protéines de la matrice extracellulaire (c.-
à-d. collagène, élastine et fibronectine), compte tenu de leurs longues demi-vies 
(Thornalley, 2008). Plusieurs études rapportent également la glycation de protéines 
intracellulaires, qui est associée à des perturbations cellulaires importantes (Hamelin et al., 
2007; Nass et al., 2010). Ces trois mécanismes sont décrits dans la section ci-dessous. 
2.3.1. Signalisation des récepteurs des PGA 
 Les PGA influencent les fonctions cellulaires vasculaires par leur signalisation à 
partir de la liaison à leurs récepteurs. Il existe plusieurs récepteurs connus, présents sur une 
variété de types cellulaires. 
 Le premier récepteur isolé et identifié est le MSR-I, de la famille des "macrophage 
scavenger receptor" présent sur les macrophages. Il contribue à la dégradation des PGA 
suivant l'internalisation de ceux-ci par endocytose et la dégradation lysosomale (Araki et 
al., 1995; Radoff et al., 1988). Le second récepteur connu est le PGA-R composé d'un 
complexe trimérique constitué des protéines p60, p90 et d'une lectine. Quoique peu 
d'information soit connue sur la fonction de ce récepteur, il jouerait aussi un rôle au niveau 
de l'internalisation et de la dégradation des PGA en plus d'être impliqué dans des réponses 
cellulaires variées telle la prolifération (Chibber et al., 1999). 
 
 Le récepteur le mieux connu et le plus caractérisé de nos jours est le récepteur 
RAGE (receptor for advanced glycation end-products) qui est structurellement associé à la 
famille des immunoglobulines. Ce dernier est davantage impliqué dans l'induction d'un 
signal intracellulaire plutôt que dans la capture et l'élimination des PGA. RAGE est localisé 
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sur plusieurs types cellulaires, tels que les CMLV, les hépatocytes, les neurones, les CE et 
les monocytes et son expression est anormalement augmenté dans des conditions 
pathologiques (Xie et al., 2013). Il interagit avec certains PGA, mais aussi avec plusieurs 
autres ligands tels que l'amphoterine, le peptide B-amyloid et la protéine S100/calgranuline 
(Ott et al., 2014).  
 
 L'interaction PGA-RAGE est responsable de l'activation de plusieurs cascades de 
signalisation, incluant la NADPH oxidase et celle des MAP kinases (p38, ERK-1/2, JNK), 
menant à l'activation de facteurs de transcription, incluant le facteur nucléaire NF-kB, suivi 
d'une augmentation de l'expression de cytokines et de facteurs de croissance (Ott et al., 
2014). L'action des PGA via la signalisation de ce récepteur conduit très certainement à des 
dysfonctions cellulaires. Plusieurs études rapportent d'ailleurs l'effet de la signalisation 
PGA-RAGE sur l'induction de l'apoptose (Yamagishi et al., 2005). 
 
2.3.2. Glycation des protéines extracellulaires 
La matrice extracellulaire (MEC) est composée essentiellement de collagène, 
d'élastine et de glycoprotéines. Son rôle est d'assurer un support structural et mécanique aux 
cellules environnantes, en plus d'agir sur diverses fonctions métaboliques reliées à 
l'adhésion cellulaire, la migration, la prolifération et la différenciation cellulaire 
(Gasiorowski et al., 2013).  
 
La glycation des protéines de la matrice extracellulaire engendre des changements 
importants des propriétés physiques de la MEC par la formation de réticulation à l'intérieur 
et entre les fibres de collagène et d'élastine (Figure 9). En effet, plusieurs études rapportent 
la modification des propriétés mécaniques des fibres de collagène, soit par une 
augmentation de la rigidité et une augmentation de la température de dénaturation (Avery et 
Bailey, 2006). La glycation de l'élastine est également associée à une diminution de ses 
propriétés élastiques et à une modulation de l'arrangement tridimensionnelle de ces fibres 
(Yoshinaga et al., 2012). En effet, l'étude de Yoshinaya et al. montre un défaut dans la 
structure des fibres d'élastine lorsqu'elles sont modifiées par le composé carboxyméthyl-
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lysine. D'autre part, la glycation de ces protéines est associée à une résistance aux enzymes 
de dégradation, ce qui diminue le processus de dégradation, causant une accumulation et un 




Figure 9: Altération des fibres de collagène par le processus de glycation. 
Suivant l'action d'un précurseur de glycation (sucre, oxoaldéhyde), la glycation des fibres 
de collagène peut entraîne la formation de réticulation et créer un pontage interfilamentaire 




La glycation des éléments de la MEC affecte également le processus d'auto 
assemblage, la liaison des divers éléments entre eux et aussi l'interaction avec les intégrines 
(Corrêa-Giannella et al., 2012). Les protéines de la MEC sont en effet responsables de 
l'initiation de signalisations cellulaires par leur liaison aux intégrines, en activant des 
seconds messagers responsables des diverses fonctions cellulaires mentionnées ci-haut 
(Bishara et al., 2002). À titre d'exemple, la glycation des chaînes latérales du collagène au 
niveau des résidus arginines des sites RGD et GFOGER normalement reconnus par les 
intégrines a1β2 et a2β1, est attribuée à une diminution de l'interaction collagène-intégrine, ce 
qui peut causer des perturbations de la signalisation associée à la prolifération et la 
réparation tissulaire (Avery et Bailey, 2006). 
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2.3.3. Glycation des protéines intracellulaires 
La glycation des protéines cellulaires est considérée comme une importante 
composante de l'effet des PGA au niveau cellulaire. La concentration des PGA est d'ailleurs 
généralement plus élevée pour les protéines cellulaires que pour les protéines plasmatiques. 
Par exemple, on trouve le dérivé CML présent à 21 µmol par mol de lysine pour les 
protéines plasmatiques, tandis que cette concentration atteint 68 à 233 mmol par mol de 
lysine dans les protéines cellulaires (Wautier et Schmidt, 2004). 
 
De façon similaire à ce qu'il a été décrit pour les protéines de la MEC, la glycation 
spécifique de résidus amines (lys, arg, N-terminal) des protéines présentes dans le cytosol, 
du cytosquelette ou celles liées à la membrane peut modifier la charge globale de la 
protéine et ainsi modifier sa structure ou même provoquer son agrégation (Akhand et al., 
1999; Nass et al., 2010; Soulis et al., 1996). De plus, dans l'éventualité que la glycation soit 
située sur un site de liaison à un substrat ou un site de régulation allostérique enzymatique, 
on peut se douter que cette modification affectera la fonction issue de cette interaction 
(Hamelin et al., 2007). La modification des protéines variera en fonction de leur 
localisation, de l'accessibilité des résidus amines, ou de leur microenvironnement 
(Thornalley et Rabbani, 2011). 
 
Étant donné que les protéines du cytosquelette ont de longues demi-vies, elles sont 
propices à la formation de pontages créant ainsi un réseau de réticulation pouvant altérer les 
propriétés mécaniques cellulaires. Les propriétés mécaniques cellulaires sont définies par la 
capacité d'une cellule à se réorganiser en réponse à divers stimuli. Une modulation des 
propriétés mécaniques de la cellule aura donc pour effet d'altérer des fonctions cellulaires 
impliquant une réorganisation dynamique du cytosquelette, telles que la migration, la 
contraction, la division et la prolifération cellulaire. En effet, on trouve dans la littérature la 
confirmation que des protéines du cytosquelette sont glyquées dans différents contextes 
expérimentaux de concentration de glucose élevé, en particulier l'actine (Pekiner et al., 
2006), la myosine (Ramamurthy et al., 2001), la vimentine (Kueper et al., 2007), 
l'annexine, la tubuline (S. Nguyen et al.,  2006) et le complexe ERM pour ezrin, radixin et 
moesin (McRobert et al., 2003). Par ailleurs, certaines fonctions mécaniques cellulaires se 
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trouvent perturbées par l'exposition à des agents glycants. Ceci est démontré dans l'étude de 
Sliman et al., qui montre que l'exposition de cellules endothéliales au glyoxal est 
responsable d'une augmentation de la formation de fibres de stress, une modulation de la 
morphologie cellulaire, et une altération des jonctions intracellulaires, affectant la 
perméabilité de ces cellules (Sliman et al., 2010). De plus, il a récemment été démontré que 
l'exposition de cellules épithéliales, plus spécifiquement de kératinocytes, au glyoxal 
affecte significativement leur capacité de migration (Quan et al., 2014).  
 
La glycation des protéines cellulaires est également susceptible de modifier la 
solubilité ou l'état d'agrégation des protéines cellulaires, altérant ainsi leur fonction. Ceci 
est davantage marquant pour les protéines membranaires qui présentent des niveaux 
d'agrégation importants lorsqu'elles son modifiées par la glycation, incluant les protéines 
FLK-1, VE-cadherin et PE-CAM-1, où l'on rapporte une altération de leurs fonctions sous-
jacentes (Akhand et al., 2001a). On observe également l'agrégation de protéines non-
membranaires sous l'effet d'agent glycants, incluant les protéines tyrosine kinases (PTK) et 
les protéines du cristallin, contribuant à l'opacité du cristallin relié aux cataractes 
diabétiques (Akhand et al., 2001b; Argirova et Breipohl, 2002). 
 
Plusieurs fonctions enzymatiques se trouvent également affectées par la glycation 
de protéines provenant de différents types cellulaires. Par exemple, le glutamate 
déshydrogénase voit son activité diminuer lorsque la glycation survient sur ces deux sites 
spécifiques; Lys126 et Arg463 (Hamelin et al., 2007). Plusieurs autres études montrent une 
diminution similaire de l'activité de différents enzymes lorsqu'ils sont glyqués, tels que la 
superoxide dismutase, la catalase et le PDGF (Nass et al., 2010; Yan et Harding, 1997). Par 
ailleurs, l'activité enzymatique peut aussi être amplifiée par la glycation, tels que rapporté 
pour la tyrosine kinase p60-src, la trypsine et l'activité estérase de l'hémoglobine et de la 
myoglobine (Akhand et al., 1999; Kato et al., 1993; Sen et al., 2007). 
 
La protéolyse est le processus cellulaire qui permet de limiter l'accumulation des 
protéines endommagées par la glycation. Deux systèmes sont responsables de la 
dégradation de ces protéines modifiées, soit le système protéasomal et le système lysosomal 
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qui requièrent l'action de différents enzymes, protéines porteuses et cofacteurs. Cependant, 
ce processus est aussi altéré dans des conditions d'hyperglycémie due notamment à la 
modification des protéines impliquées dans la dégradation, ce qui mène à l'accumulation 
des protéines glyquées (Ott et al., 2014; Queisser et al., 2010).  
 
2.4. Les outils pharmacologies d'inhibition des PGA 
 Une des premières lignes de traitement des patients diabétiques est la réduction de 
l'hyperglycémie par une modification de la diète et l'exercice physique. Toutefois, 
l'administration d'hypoglycémiants oraux et/ou d'insuline est nécessaire afin de contrôler la 
glycémie et de limiter les risques de complications vasculaires. Plusieurs études se 
penchent aujourd'hui sur la découverte d'autres types de molécules qui limiteraient l'effet 
des PGA afin de prévenir les complications du diabète. Il existe plusieurs stratégies afin de 
contrer l'action des PGA en ciblant différentes étapes dans la formation des ceux-ci. 
Certains composés vont (i) compétitionner avec les sucr es en se liant aux amines libres et 
ainsi prévenir l'attachement du sucre, comme c'est le cas de l'aspirine. D'autres molécules, 
telles que l'aminoguanidine (AMG), vont (ii) bloquer les groupements carbonyles réactifs 
des sucres et des intermédiaires dicarbonylés de façon à prévenir efficacement la glycation 
et la formation des PGA. D'autres stratégies seraient de (iii) bloquer les produits d'Amadori 
spécifiquement avec des anticorps, (iv) l'utilisation d'antioxydants protégeant contre les 
effets des radicaux libres générés par le processus de glycation auto-oxidative et de 
glycoxidation ou (v) l'utilisation de molécules conçues afin de briser le lien covalent de 
glycation formé avec les protéines dans le but de renverser la glycation (PTB et le ALT-
711). Une autre alternative consiste à (vi) bloquer les PGA ou le récepteur RAGE, et ainsi 
bloquer la voie de signalisation induite par leur interaction (N. Ahmed, 2005). 
 
 Le défi dans l'élaboration de telles cibles pharmacologiques est de s'assurer de trouver 
un composé avec une longue demi-vie et sans toxicité puisqu'il sera administré de façon 
chronique. L'AMG s'est avérée être une option très prometteuse, cependant des essais 
cliniques plus avancés ont montré l'apparition d'effets secondaires importants (symptôme 
grippal, perturbation gastro-intestinales et anémie) (Whittier et al., 1999). 
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2.5. Les méthodes de détection des PGA in vivo 
 À l'heure actuelle, il n'existe pas de méthode universellement acceptée pour la 
détection des PGA, compte tenu notamment de l'hétérogénéité des formes sous lesquelles 
ils se présentent. La quantification des PGA in vivo a d'abord été développée basée sur les 
propriétés d'auto-fluorescence de certains PGA, telles que présentées au Tableau 1. En 
effet, certains de ces composés, par exemple la pentosidine, sont détectables par 
spectroscopie de fluorescence aux longueurs d'onde d'excitation de 370 nm et d'émission de 
445 nm (De la Maza et al., 2012). Par la suite, à la fin des années 1990, on obtient les 
premiers anticorps dirigés contre les PGA, notamment le 6D12 développé par un groupe 
japonais qui reconnaît l'épitope du CML. Ces anticorps permettent l'évaluation de la 
glycation par des méthodes d'immunobuvardage  (Han et al., 2011; Nass et al., 2010), 
d'ELISA (dosage d'immunoadsorption par enzyme liée) (Makita et al., 1991) et 
d'immunohistochimie (Soulis et al., 1997). Ces méthodes sont couramment employées dans 
la littérature pour l'évaluation des PGA.  
 
 Diverses autres méthodes se basent sur certaines caractéristiques du processus de 
glycation, par exemple la modification spécifique des chaînes latérales, l'état d'agrégation 
des protéines, la formation de groupement carbonyle sur les protéines ou encore le contenu 
en fructosamine (Ott et al., 2014). Naturellement, les méthodes d'analyses instrumentales se 
sont avérées très importantes dans l'identification de nouveaux composés, notamment par 
chromatographie liquide haute performance (CLHP) couplée à la spectrométrie de masse 
(CL-SM/SM) (Suzuki et al., 2014; Weykamp et al., 2009). La concentration des PGA 
présents au niveau du plasma humain ou dans les cellules mésangiale du rein est d'ailleurs 
généralement déterminée par CLHP-SM (Wautier et Schmidt, 2004).  
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3. LA MACHINERIE CONTRACTILE CELLULAIRE 
 Au niveau vasculaire, le processus de contraction cellulaire est essentiel afin de 
réguler d'importantes fonctions, notamment la perméabilité de l'endothélium, le tonus 
musculaire et la réparation tissulaire. En effet, l'état contractile des cellules composant le 
système vasculaire (CE, CMLV et fibroblastes) permet de réguler ces fonctions par la 
réorganisation du cytosquelette cellulaire. Étant donné que ces fonctions sont hautement 
impliquées dans le développement des complications du diabète, on s'intéresse dans ce 
chapitre à mieux comprendre le fonctionnement et la régulation du processus de contraction 
cellulaire. 
 
3.1. La machinerie acto-myosine 
 Le complexe actomyosine, formé de l'association de la myosine II avec les filaments 
d'actine, est responsable du réarrangement du cytosquelette cellulaire de façon à réguler la 
morphologie cellulaire, la contraction cellulaire, mais aussi d'autres processus, tels que la 
division, la migration cellulaire et la régulation des adhésions focales ou des jonctions 
cellulaires (Beningo et al., 2001; Biron et al.,, 2005; Verkhovsky et al., 1999). 
 
 L'état contractile de la cellule est influencé par la dynamique d'interaction de la 
myosine et de l'actine, qui génère la force motrice par le mouvement du moteur myosine 
sur les filaments d'actine. Les mécanismes de contraction cellulaire actine/myosine sont 
représentés à la Figure 10. Dans un premier temps, la myosine est dans un état de basse 
énergie (1) jusqu'à ce qu'une molécule d'ATP se lie à la tête de la myosine provoquant ainsi 
son détachement du filament d'actine (2). L'hydrolyse de l'ATP en ADP (adénosine 
diphosphate) produit alors l'énergie permettant un changement de conformation de la tête 
de la myosine (3). Cette nouvelle conformation est de haute affinité pour le filament 
d'actine (4), tout en se repliant sur elle-même entraînant ainsi la molécule d'actine dans son 
mouvement (5). Pendant cette étape, les molécules d'ADP et de phosphate (Pi) sont libérées 
et la tête de la myosine se retrouve à nouveau dans un état de basses énergies, prête à être 
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activée à nouveau (1). En résumé, cette séquence d'étapes permet la modulation de la 
conformation de la tête de la myosine servant ainsi de levier afin d'entraîner le filament 





Figure 10: Processus d'interaction de la myosine avec les filaments d'actine générant 
la force contractile cellulaire. 
La structure tridimensionnelle de la myosine est successivement modulée par l'interaction 
avec l'ATP, l'hydrolyse de l'ATP et la relâche du l'ADP et d'une molécule de phosphate. 
Adapté de http://csls-text3.c.u-tokyo.ac.jp/. 
 
 
Ce processus est fortement régulé par l'état de phosphorylation de la myosine et de l'état de 
polymérisation des filaments d'actine. Afin de bien comprendre les éléments de régulation 
de la contraction cellulaire, une description détaillée du rôle de la myosine et de l'actine 
sera décrite dans cette section. 
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3.1.1. La myosine 
 Treize membres de la famille de la myosine ont été identifiés jusqu'à présent. Les 
myosines de type I et II sont les plus abondantes et sont présentes dans pratiquement toutes 
les cellules eucaryotes. La myosine II est la forme généralement impliquée dans la 
génération de force contractile et la division cellulaire, tandis que celle de la famille I est 
davantage impliquée dans les interactions de la membrane plasmique avec le cytosquelette 
permettant notamment le transport des vésicules.  
 
 La myosine II, exprimée par les cellules cardiaques, squelettiques, des muscles 
lisses et des cellules non musculaires, contient 3 paires de chaînes peptidiques, telles que 




Figure 11: Structure et domaines de la myosine II. 
La tête globulaire de la myosine est le domaine moteur permettant la liaison au filament 
d'actine et l'activité enzymatique ATPase. Les chaînes légères essentielles (CLE) et 
régulatrices (CLM) sont liées à la chaîne lourde (CLOM) entre la tête et le domaine hélice-
α. La phosphorylation de la CLM induit un changement conformationel permettant à la tête 
de la myosine d'interagir avec l'actine. Adapté de Vicente-Manzanares et al., 2009 
(Vicente-Manzanares et al., 2009). 
 
 
 D'abord, la chaîne lourde de la myosine (CLOM) est le domaine moteur de la 
myosine et contient un site de liaison à l'actine qui est responsable de générer la force 
contractile via son activité ATPasique. La myosine est également constituée d'une région 
appelée chaîne légère, composée de la chaîne légère régulatrice de 20 kDa (CLM) et de la 
chaîne essentielle de 17 kDa (ELC), qui régule l'activité de CLOM et stabilise sa structure, 
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respectivement. Quant au domaine terminal, celui-ci contient des sites de liaison qui 
déterminent l'activité des différentes isoformes de la famille des myosines et permet 
l'association de dimères ou de multimères des chaînes de la myosine, générant des 
filaments plus denses et mieux organisés, comme c'est les cas pour l'appareil contractile du 
muscle squelettique. En effet, dans cette organisation, plusieurs domaines moteurs de la tête 
de la myosine peuvent interagir simultanément avec les filaments d'actine et ainsi générer 
une force contractile de plus grande magnitude (Eddinger et Meer, 2007). 
 
3.1.1.1. Phosphorylation de la CLM 
 À l'état basal, la CLM interagit avec la CLOM et inhibe l'interaction de la myosine 
avec l'actine (Figure 11). Cependant, lorsque la CLM est phosphorylée, un changement 
conformationnel lève l'inhibition et déclenche la contraction (Sellers, 1991; Tan et al., 
1992). La phosphorylation de la CLM est régulée par l'équilibre entre l'activité des 
phosphatases et celle des kinases. La KCLM et ROCK sont les principales enzymes 
permettant la phosphorylation de la CLM. D'abord la KCLM, est une sérine/thréonine 
kinase dont l'activité est régulée par le complexe Ca2+/calmoduline et qui phosphoryle CLM 
aux sites sérine-19 et thréonine-18 (voir Figure 12) (Hathaway et al., 1991; Tan et al., 
1992). 
 
 ROCK est également une sérine/thréonine kinase qui phosphoryle la CLM sur les 
mêmes sites. Contrairement à la KCLM qui est localisée et agit en périphérie de la cellule, 
ROCK agit plutôt au centre de la cellule, suggérant une régulation spatiale de l'activité de la 
myosine (Totsukawa et al., 2004; 2000). Il existe deux isoformes de ROCK, soit ROCK-I 
et ROCK-II, qui présentent une forte homologie de séquence d'acides aminés (92%) 
(Nakagawa et al., 1996), mais une distribution subcellulaire différente (Yoneda et al., 
2005). Cette kinase contribue aussi indirectement à la phosphorylation de la CLM via 
l'inhibition de la PCLM (Matsumura et Hartshorne, 2008). En effet, la PCLM permet la 
régulation négative de la contraction par la déphosphorylation de la CLM (Figure 12).  
 
 




Figure 12: Régulation de la machinerie actomyosine. 
L'activation de la protéine KCLM mène à la phosphorylation de la CLM, qui ainsi activée 
adopte une conformation permettant de se lier à l'actine. La phosphorylation de la myosine 
est également régulée par ROCK, qui phosphoryle directement la CLM et inhibe la PCLM. 
La formation du complexe actomyosine est responsable de la contraction cellulaire. KCLM, 
kinase de la chaîne légère de la myosine; PCLM, phosphatase de la chaîne légère de la 




 L'actine est la protéine la plus abondante des cellules eucaryotes et joue un rôle 
important au niveau de la morphologie cellulaire, mais aussi dans les processus impliquant 
le complexe actomyosine. Cette protéine de 42 kda exprimée chez les vertébrés possède 
trois isoformes, soient la forme α exprimée par les cellules des muscles squelettiques, 
cardiaques et lisses et les formes β et γ, exprimées par les cellules musculaires et non-
musculaires. Les filaments d'actine (F-actine) sont constitués de la polymérisation des sous-
unités globulaires (G-actine) et peuvent s'organiser de façon très diverse sous l'influence de 
différents cofacteurs. C'est d'ailleurs la forme filamentaire de la F-actine qui s'associe à la 
myosine lors du processus de contraction. 
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 La polymérisation de l'actine commence par l'association des monomères de G-
actine, pour former un oligomère. Chaque extrémité de l'oligomère agit alors comme un 
noyau de polymérisation à l'origine de la formation du filament. À noter que la G-actine est 
préalablement lié à l'ATP et s'incorpore au filament à l'extrémité à croissance rapide (+) 
formant un filament composé de F-actin-ATP. L'hydrolyse de l'ATP en ADP se produit à 
partir de l'extrémité opposée, marquant l'extrémité à croissance lente (-) du filament. La 
polymérisation du filament d'actine peut être utilisée comme une force motrice via la 
cinétique de polymérisation dirigée vers l'extrémité (+) (Winder et Ayscough, 2005). 
 
 Les mécanismes de polymérisation et de dépolymérisation sont régulés par plusieurs 
protéines appelées ABP pour "actin binding protein". Parmi celles-ci, on trouve des 
protéines de réticulation, qui permettent de maintenir la structure du cytosquelette d'actine, 
comme l'α-actinine et la filamine et d'autres pour assurer l'ancrage des filaments à la 
membrane plasmique, comme la spectrine et le complexe ERM (ezrine, radixine et 
moésine). Il existe également des protéines de clivage, comme la gelsoline, la séverine et la 
villine, qui clivent les filaments d'actine pour assurer l'équilibre entre l'état de 
polymérisation et celui de dépolymérisation. La gelsoline (GSN) est la protéine de clivage 
la plus efficace qui, par sa liaison à la F-actine, régule la longueur des filaments par le 
sectionnement des filaments au site de liaison. La GSN reste liée au filament sectionné et 
coiffe l'extrémité à croissance rapide de façon à empêcher la polymérisation subséquente. 
La GSN joue ainsi un rôle central dans la re-polymérisation des filaments, puisqu'elle 
augmente le nombre de filaments, et suite au décoiffement ultérieur, elle génère plusieurs 
extrémités réactives prêtes à former d'autres filaments (Sun et al., 1999). L'activité de la 
gelsoline dépend de sa liaison au calcium afin d'engendrer un changement conformationel 
rendant les sites de fixation à l'actine du domaine N-terminal accessibles (Selden et al., 
1998). Le processus de décoiffement est quant à lui régulé par l'interaction de la GSN avec 
le PIP2 (McGough et al., 1998). De façon alternative, la GSN favorise également la 
polymérisation de l'actine lorsque celle-ci se lie à deux monomères de G-actine (McGough 
et al., 1998; Prochniewicz et al., 1996).  
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3.2. Implication du calcium dans la régulation de l'activité contractile cellulaire. 
 La régulation de la concentration de calcium cytosololique en réponse à l'activation 
d'un RCPG est nécessaire à l'activation de la machinerie contractile (Carafoli et al., 2001). 
En effet, la contraction cellulaire est un processus calcium-dépendant, qui dépend de la 
phosphorylation de la CLM via l'activation de la KCLM. Suivant l'activation de la voie de 
signalisation Gq, une augmentation transitoire de la concentration de calcium cytosolique, 
provenant du milieu extracellulaire par l'ouverture des canaux calciques membranaires et 
du réticulum endoplasmique par l'activation du récepteur à l'IP3, entraîne la liaison du 
calcium à la calmoduline, qui se liera ensuite à la KCLM pour activer la myosine (Carafoli 
et al., 2001). Tel que discuté précédemment, c'est la forme phosphorylée de la CLM qui 
interagit avec l'actine pour initier la contraction cellulaire. L'intensité et la durée de la 
réponse contractile sera influencée par l'amplitude et la durée de l'augmentation du calcium 
intracellulaire (Chin, 2005).  Il est important de noter que le processus d'activation 
calcium-dépendant de la myosine par la KCLM est sensibilisé par l'inhibition de la PCLM, 
par un processus qui est calcium indépendant. En effet, une inhibition de la PCLM 
(entraînée notamment par ROCK ou la protéine CPI-17) potentialisera l'effet du calcium 
sur l'induction de la phosphorylation de la CLM (Hirano et al., 2004) (voir Figure 12).  
 
 La relâche calcique est transitoire, puisqu'à des concentration élevées et soutenues 
de calcium, celui-ci peut être cytotoxique (Carafoli et al., 2001). Pour ce faire, la cellule 
maintient le calcium à des concentrations physiologiques (10-100 nM) par un système de 
régulation négative dépendant notamment de l'action de pompes calciques (ex: SERCA, 
PMCA) qui expulsent le Ca2+ à l'extérieur de la cellule ou dans le RE (Dong et al., 2006). 
La diminution du calcium cytosolique est suivi d'une dissociation du complexe 
Calmoduline- Ca2+ entraînant l'inactivation de la machinerie acto-myosine. 
 
 Les niveaux de calcium cytosolique influencent aussi l'organisation des filaments 
d'actine, notamment par son action sur la troponine des cellules du muscle squelettique et 
du muscle cardiaque. La troponine est une protéine de liaison des filaments d'actine qui 
avec la tropomyosine, maintient le filament dans une conformation où le site d'interaction 
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avec la myosine est inaccessible (Ohtsuki et al., 2007). La liaison du calcium à la troponine 
modifie cette conformation et expose les sites de liaison de l'actine à la myosine, entraînant 
une amplification de l'amplitude et de la vitesse de la force contractile générée par la 
machinerie acto-myosine (Ohtsuki et al., 2007).  
 
 Le calcium influence également l'amplitude de la force contractile, en régulant la 
dissocation de la calponine ou la caldesmone avec les filaments d'actine. Ces protéines 
stabilisent les filaments d'actine et suivant leur interaction avec le complexe calmoduline- 
Ca2+, elles se dissocient des filaments d'actine de façon à favoriser l'interaction entre la F-
actine et la myosine (Goncharova et al., 2001; Hossain et al., 2005). 
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4. LA MICROSCOPIE À FORCE ATOMIQUE (MFA) COMME 
OUTIL POUR L'ÉTUDE DE LA MÉCANIQUE CELLULAIRE. 
 Afin d'étudier le processus de contraction cellulaire, on s'est intéressé à utiliser la 
microscopie à force atomique (MFA). Cette méthode permet le suivi en temps réel de 
processus dynamiques sur des cellules vivantes avec une grande sensibilité et avec une 
grande précision (Yu, 1999). La description de cette méthode sera détaillée dans cette 
section. 
 
 La MFA est un type de microscopie qui, à l'origine, a été employée pour la 
visualisation de la topographie de matériaux conducteurs et non-conducteurs à l'échelle 
atomique, c.-a-d. avec une résolution de l'ordre du nanomètre (Binnig et Quate, 1986). Son 
principe est basé sur les forces d'interaction entre la surface et une pointe de très petite 
dimension (ordre du nm), attachée à un levier flexible qui supporte la pointe (cantilever) 
(Figure 13A). Celle-ci balaie la surface de l'échantillon et les forces entre la pointe et 
l'échantillon sont évaluées par la mesure de la déflexion du micro-levier. Étant donné que la 
pointe répond à l'irrégularité de l'échantillon sous-jacent, la déflexion du micro-levier en 
fonction de son emplacement permet de générer une topographie du relief de la surface.  
 
 L’imagerie par MFA peut se réaliser dans différents milieux soit dans l'air, sous 
vide ou même en immersion dans un liquide (Butta et al., 2005). La possibilité de faire ces 
mesures dans un milieu liquide, tel qu'un environnement physiologique, permet 
l'application de cette méthode à l'analyse d'échantillons biologiques, en particulier en 
biologie cellulaire (Hoh et al., 1992; Lal et John, 1994). En effet, la MFA permet l'imagerie 
à haute résolution de la structure cellulaire et le suivi en temps réel de processus 
dynamiques sur des cellules vivantes (Yu, 1999).  
 
 Le principe de fonctionnement de la MFA permettant l'analyse des cellules en 
culture est illustré à la Figure 13B. Le MFA est installé sur un microscope à contraste de 
phase, de façon à visualiser l'emplacement des cellules et de positionner le micro-levier 
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précisément sur la région apicale d'une cellule. Le pétri contenant les cellules en culture est 
d'abord placé sur l'objectif du microscope en contraste de phase et sous un support de 
plexiglas auquel est fixé le micro-levier. Le plexiglas permet de laisser passer la lumière de 
la lampe du microscope et n'interfère pas avec l'acquisition de l'image permettant la 
visualisation directe des cellules à l'étude. Un faisceau laser est ensuite dirigé vers la 
surface du micro-levier et réfléchi sur un photodétecteur, qui enregistre les moindres 
changements de déflexion du micro-levier causée par les forces d'interaction entre la pointe 
et la surface de l'échantillon. L'acquisition et l'analyse des données sont par la suite 
accomplies par l'ordinateur.  
 
 Outre la fonction d'imagerie, il est possible de tirer profit de l'interaction entre le 
micro-levier et la surface des cellules de façon à évaluer des forces de différentes origines; 
notamment des forces d'adhésion et des interactions moléculaires ou électrostatiques 
(Almqvist et al., 2001; Florin et al., 1994; Rotsch et al., 1997). Dans ce type d'expérience, 
le micro-levier du MFA est fixe, par rapport au plan xy, et suite au déplacement vertical de 
celui-ci qui s'approche et se rétracte de la surface, on enregistre la déflexion du micro-levier 
en fonction de sa position dans le plan z. La déflexion du micro-levier est par la suite 
traduite en mesure de force (N) qui est rapportée typiquement par le tracé présenté à la 
Figure 14, soit l'approche (en rouge) et la rétraction (en bleue). Au départ, la pointe du 
micro-levier n'est pas en contact avec la surface et celui-ci ne subit aucune déflexion 
(position 1). Lorsque ce dernier s'approche suffisamment de la surface, des forces 
attractives (position 2) ou répulsives peuvent entraîner une déflexion convexe ou concave 
du micro-levier, respectivement. À partir du point de contact (position 3), la déflexion du 
micro-levier augmente avec la profondeur d'indentation (position 4). Par la suite, la 
rétraction de la pointe entraîne une diminution progressive de la déflexion (position 5), qui 
perdure au-delà du point de contact (position 6), marquant les forces d'adhésion résiduelles 
entre la pointe et la surface de la cellule. Le détachement de ces adhésions se produit à une 
distance de rétraction donnée (position 7) et le micro-levier reprend sa position d'origine 
(position 8). À partir de l'analyse de ces tracés, on peut donc évaluer le module d'élasticité 
de la cellule de même que les forces d'adhésion entre la pointe (fonctionnalisée ou non) et 
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l'échantillon. L'évaluation du module d'élasticité sera discutée plus en détail à la section 
suivante. 




Figure 13: Composantes et fonctionnement du MFA. 
Le micro-levier du MFA est constitué à son extrémité d'une pointe de forme pyramidale de très petite dimension (A). Lorsque la pointe 
du micro-levier touche la surface d'une cellule, on enregistre la déflexion du micro-levier par le déplacement du faisceau d'un laser 
réfléchi à la surface du micro-levier sur le photodétecteur (B). La déflexion du micro-levier nous permet de mesurer les propriétés 
mécaniques de la cellule. 
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Figure 14: Tracés typiques de mesure de force en MFA. 
La déflexion du micro-levier, convertie en mesure de force, varie suivant l'approche et la 
rétraction de la surface de l'échantillon. Au départ, la pointe est éloignée de la surface et la 
force appliquée est donc nulle (position 1). Des forces répulsives ou attractives peuvent 
influencer le micro-levier lorsque celui-ci est près de la surface (position 2). Lorsque la 
pointe touche la surface (position 3), une force positive est détectée et plus celle-ci entre 
dans la structure, plus la déformation sera grande (position 4). Lorsqu'il y a rétraction, la 
force devient moins importante (position 5), et entraîne la structure sous-jacente (position 
6) au delà du point de contact original (position 3), en raison des forces d'adhésion. Le 
détachement de ces extensions (position 7) permet au micro-levier de reprendre sa forme 
d'origine (position 8). Adapté de: http://www.ntmdt.com/hybrid-mode-afm 
 
 
4.1. Étude de la mécanique cellulaire par MFA en mode mesure de force 
 On souhaite dans notre étude évaluer l'impact de la glycation des protéines 
cellulaires sur le module élastique de la cellule et la réponse contractile cellulaire. Ces 
paramètres seront mesurés en MFA sur des cellules vivantes en culture. Dans cette section, 
nous traiterons d'une part de l'analyse des courbes d'indentations (approche/rétraction) 
permettant de mesurer le module élastique et d'autre part, de la mesure en temps réel du 
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déplacement de la membrane cellulaire suivant des changements morphologiques causés 
par le réarrangement du cytosquelette.  
 
4.1.1. Évaluation du module d'élasticité des cellules 
 La rigidité cellulaire, qui est majoritairement influencée par l'organisation du 
cytosquelette d'actine, peut servir d'indicateur sur des changements importants qui 
surviennent lors de différents processus cellulaires. Par exemple, on trouve que la rigidité 
des cellules provenant d'un organe d'un patient atteint du cancer se trouve 70 % moins 
élevée comparativement aux mêmes cellules issues d'un patient sain (Lekka et Laidler, 
2009). Dans le contexte de notre étude, on souhaite évaluer l'impact de la glycation sur les 
propriétés mécaniques cellulaires, sachant que la glycation des protéines du cytosquelette 
peut affecter les propriétés mécaniques de la cellule. 
 
 La mesure de la rigidité cellulaire par MFA est établie par la mesure du module 
d'élasticité (ou module de Young (E)) qui est défini par la force nécessaire pour induire une 
déformation élastique à la cellule. Donc plus la rigidité de la cellule est élevée, plus la 
contrainte qui engendre une déformation sera grande, ce qui correspond à une valeur de 
module de Young élevée. Ainsi, il s'agit d'appliquer une force (F) par l'approche du micro-
levier à la surface de la cellule et de mesurer la résistance à la déformation de la cellule qui 
se manifeste par la déflexion du micro-levier (z), suivant la loi de Hook: 
(1)      F = k z 
où (k) représente la constante de ressort (k) du micro-levier. Une courbe typique 
d'indentation du corps cellulaire, aussi appelée mesure de force, est représentée à la Figure 
15, où l'on rapporte la force appliquée par le micro-levier sur la surface cellulaire en 
fonction de son déplacement dans l'axe z.  
 
 La valeur de E est extraite à partir de l'analyse des courbes d'indentation, en 
considérant la pente d'indentation (∆F/δ), et la géométrie de la pointe. En effet, à partir des 
travaux de Hertz (Hertz, 1882), on doit appliquer une correction basée sur le fait que l'aire 
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de contact entre la pointe du MFA et la cellule augmente avec la profondeur d'indentation 
selon la géométrie de la pointe (Radmacher, 2007). Ce modèle est représenté par les deux 
équations suivantes, qui s'appliquent pour une pointe de forme (2) pyramidale ou (3) 
sphérique: 
 
(2) F= δ2 x ((3 E x tan (α))/4 (1- ν2))  
 
(3) F= δ3/2 x ((4E x R 1/2)/3 (1- ν2)) 
 
où F est la force appliquée pour un déplacement donné du micro-levier (δ), α est l'angle 
d'ouverture de la pointe pyramidale, R le rayon de la sphère, et ν le coefficient de Poisson, 
un paramètre d'élasticité fixé à une valeur de 0,5 pour les matériaux biologiques selon 
l'approximation qu’ils se comportent comme un liquide et qu'ils sont donc incompressibles. 
On assume par ce modèle que l'échantillon est homogène, uniforme et d'épaisseur infinie, 
malgré que la cellule soit en réalité d'épaisseur finie et composée de différentes structures 
(la membrane, le cytosquelette, le noyau, etc.). Néanmoins, le comportement mécanique de 
la cellule observé expérimentalement est bien décrit par ce modèle (Radmacher, 2007).  
 
 Le premier obstacle que rencontre la pointe du MFA est la membrane cellulaire. 
Pour la plupart des cellules eucaryotes, la membrane cellulaire est très souple et sa rigidité 
est essentiellement négligeable. La contribution majeure de la mesure de rigidité provient 
majoritairement du cytosquelette cellulaire, constitué des filaments l'actine, des filaments 
intermédiaires et des microtubules. Compte tenu du fait que l'on positionne la pointe du 
MFA sur la région apicale de la cellule, il peut y avoir une contribution du noyau cellulaire 
dans la mesure de rigidité. Cela dit, cette méthode reste beaucoup plus précise que si la 
pointe était par exemple en bordure de la cellule, où la contribution du substrat devient 
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Figure 15: Courbe d'indentation typique obtenue suite au contact de la pointe du 
micro-levier avec une cellule. 
Le graphique représente la force appliquée sur la cellule en fonction du déplacement 
vertical de la pointe. Au départ, la pointe est éloignée de la surface et la force appliquée est 
donc nulle (position 1). Lorsque la pointe touche la surface (position 2), une force est 
détectée par la déflexion du micro-levier et plus celle-ci entre dans la structure, plus la 
déformation sera grande (position 3). La pente de cette courbe, représentée par ∆F/δ, est 
associée au module de Young (E). 
   
 
4.1.2. Évaluation en temps réel de la contraction cellulaire 
 Il est possible, en MFA, de suivre en temps réel la réponse mécanique d'une cellule 
suite à sa stimulation. Par exemple, l'étude de Yang et al. montre une modulation de la 
rigidité cellulaire et de la hauteur de cellules pancréatiques en fonction du temps lors d'une 
stimulation au glucose, associée à l'ouverture de canaux ioniques et à l'effet osmotique 
(Yang et al., 2011). Le processus d'exocytose de granules lamellaires fusionnant à la 
membrane de cellules épithéliales pulmonaires est également suivi par la hauteur de la 
cellule en fonction du temps après leur stimulation (Hecht et al., 2012). Ces mesures ont 
pour la plupart été réalisées par l'analyse de courbes d'indentation effectuées à des 
intervalles donnés sur un certain laps de temps. Cependant, il est également possible de 
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suivre le déplacement de la membrane cellulaire en temps réel en enregistrant en continu la 
déflexion du micro-levier lorsque celui-ci demeure en contact avec la surface de la cellule. 
Ce type de mesure s'est d'ailleurs avérée un outil très efficace pour mesurer la fréquence de 
pulsation de cardiomyocytes en culture (Domke et Radmacher, 1998; Nguyen et al., 2013; 
Shroff et al., 1995).  
 
 Nous avons évalué dans cette thèse le profil contractile de cellules stimulées à l'AngII 
par des mesures de forces MFA en temps réel, basé sur les travaux de Cuerrier et al. 
(Cuerrier et al., 2009). Dans leur étude, ils ont démontré que la réorganisation du 
cytosquelette et l'activation de la machinerie actomyosine induite par l'activation du 
récepteur à l'AngII dans les HEK293 AT1aR génèrent un signal MFA qui traduit la 
contraction de la cellule. La représentation d’une réponse cellulaire typique est montrée à la 
Figure 16. Dans un premier temps, le signal enregistré avant la stimulation, correspondant 
au micro-levier à la surface de la cellule (position 1), est stable. Le temps 0 minute, 
correspond au moment où l'on injecte l'AngII dans le milieu extracellulaire, ce qui 
provoque la réponse mécanique qui mène à une élévation du corps cellulaire (position 2). 
Dans le cas précis de la stimulation AT1aR, on observe ensuite une diminution de la hauteur 
du corps cellulaire qui pourrait être associée à une relaxation de la machinerie contractile et 
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Figure 16: Réponse typique contractile des cellules HEK293 AT1aR lorsque stimulées 
à l'AngII. 
La position 1 correspond au signal enregistré par le contact de la pointe MFA sur la cellule 
avant stimulation. Au temps 0 minute, on injecte l'AngII au milieu extracellulaire, ce qui 
provoque la contraction de la cellule qui se manifeste par un déplacement du corps 
cellulaire (position 2). Cet état d'activation est transitoire, puisque la cellule s'étale à 
nouveau à la surface du pétri (position 3). 
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5. RATIONNEL ET OBJECTIFS DE L'ÉTUDE 
5.1. Rationnel 
 Dans le cadre de ces travaux, on s’intéresse plus particulièrement à l’impact de la 
glycation sur les propriétés mécaniques cellulaires, notamment la fonction contractile. La 
machinerie contractile cellulaire est impliquée dans la régulation de la perméabilité de 
l'endothélium, du tonus vasculaire et même le processus de réparation tissulaire.En effet, 
l'état contractile des cellules des muscles lisses permet la régulation de la pression sanguine 
par la modulation du diamètre vasculaire, alors que l'état contractile des cellules 
endothéliales assure la régulation de l'espace intercellulaire contrôlant ainsi la perméabilité 
de la paroi endothéliale. De plus, la contraction cellulaire est impliquée dans le processus 
de migration des myofibroblastes, une étape nécessaire au processus de réparation 
tissulaire. Tel que décrit précédemment, plusieurs de ces fonctions sont compromises dans 
le contexte des complications du diabète. 
 
 La génération d’une force contractile cellulaire en réponse à la liaison d’un composé 
vasoactif, tel que l'angiotensine II, à son récepteur membranaire est essentielle à 
l’homéostasie du système vasculaire. Cependant, très peu d’études adressent l’impact de la 
glycation cellulaire sur la fonction mécanique contractile des cellules, sachant que la 
glycation des protéines du cytosquelette peut moduler les propriétés mécaniques de la 
cellule. Ainsi, le but de cette thèse est d'abord d'étudier l'impact de l'exposition cellulaire à 
un agent de glycation sur les propriétés mécaniques cellulaires et sur la génération d'une 
force contractile induite par la stimulation du récepteur à l'AngII, notamment mesuré par 
microscopie à force atomique (MFA). On s'intéresse également à déterminer l'étendue de la 
glycation des protéines impliquées dans la machinerie actomyosine, par une nouvelle 
approche expérimentale basée sur la liaison spécifique in vivo d'une sonde fluorescente aux 
groupements amines des protéines cellulaires. 
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5.2. Objectifs de l'étude 
OBJECTIF 1 (Article 1): Caractérisation de la réponse contractile cellulaire 
influencée par l’exposition au glyoxal. Cet objectif vise à mesurer l’influence d'un 
intermédiaire du glucose, le glyoxal, sur les propriétés mécaniques cellulaires et sur la 
génération d'une force contractile résultante de la liaison d'un ligand à son récepteur, soit 
l'AngII au récepteur AT1a. La rigidité cellulaire et l'amplitude de la force contractile ont été 
mesurées par microscopie à force atomique, tel que décrit dans la littérature (Cuerrier et al., 
2009). Afin de comprendre l'impact de la glycation induite par le glyoxal sur la fonction 
contractile, nous avons également évalué la réorganisation du cytosquelette d'actine ainsi 
que les niveaux de certains biomarqueurs de la signalisation à l'AngII, soit le calcium 
intracellulaire et la phosphorylation de la CLM. 
 
OBJECTIF 2 (Article 2): Évaluation de la glycation des protéines impliquées dans la 
machinerie actomyosine par une nouvelle approche basée sur l'utilisation d'une sonde 
fluorescente. Basé sur la non-toxicité et la spécificité de la sonde fluorescente 
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFDA-SE) à se lier aux amines 
intracellulaires, on souhaite valider son utilisation afin de corréler le signal de fluorescence 
cellulaire à l'étendue des modifications générées par la liaison d'un agent glycant aux 
groupements amines. En effet, avec l'augmentation de la glycation des protéines cellulaires, 
on s'attend à voir une diminution du signal de fluorescence, associée à une diminution des 
sites de liaisons disponibles. Cette hypothèse sera vérifiée par l'analyse du signal de 
microscopie d'épifluorescence et le signal généré par les protéines séparées en 
électrophorèse SDS-PAGE, de façon à évaluer, respectivement, la glycation cellulaire 
globale et celle de protéines spécifiques. 
 
OBJECTIF 3 (Article 2): Évaluation de la glycation des protéines impliquées dans la 
machinerie actomyosine. On souhaite mesurer l'étendue de la glycation des protéines 
cellulaires sur des cellules exposées au glyoxal, notamment des protéines qui peuvent 
réguler la force contractile cellulaire. Dans le premier article présenté, on a évalué la 
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glycation globale des protéines par immunobuvardage, avec l'utilisation d'un anticorps 
dirigé contre le composé carboxyméthyllysine (CML), issus de la réaction du glyoxal avec 
les groupements lysines des protéines. Dans le deuxième article, on applique plutôt la 
méthode développée avec la sonde CFSE, décrite à l'objectif 2, afin d'évaluer la glycation 
de trois protéines importantes dans la régulation du complexe actomyosine et de la 
polymérisation de l'actine; soit la protéine centrale au processus, l'actine, une protéine 
d'association régulant la dépolymérisation des filaments, la gelsoline, et une protéine qui 
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 Le glyoxal (GO) est un métabolite du glucose hautement réactif et largement 
associé aux complications vasculaires diabétiques via la formation de produits de glycation 
avancés (PGA). Considérant sa réactivité envers les groupements amines des protéines et 
son potentiel de réticulation, nous suggérons que le GO affecte les fonctions mécaniques 
cellulaires, telles que la contractilité. Pour ce faire, nous avons évalué l'effet d’une 
exposition au glyoxal sur la réponse contractile cellulaire suivant la stimulation à l'AngII 
du récepteur AT1a surexprimé à la surface de cellules humaines de rein embryonnaires 
(HEK-293 AT1aR). 
 Précédent la stimulation avec l'AngII, les cellules exposées au GO montrent la 
formation du dérivé carboxyméthyl-lysine et une augmentation de la rigidité cellulaire, qui 
peuvent être prévenus par un pré-traitement avec le composé aminoguanidine. La réponse 
contractile cellulaire a été mesurée par le suivi du déplacement de la membrane cellulaire 
en temps réel en microscopie à force atomique (MFA) et par la quantification des niveaux 
de phosphorylation de la chaîne légère de la myosine (p-CLM) en immunobuvardage de 
type Western. De façon intéressante, une exposition aiguë au GO augmente l'amplitude de 
la contraction cellulaire induite par l'AngII d'un facteur 2.6 ainsi que les niveaux de p-
CLM. Cette suractivation de la réponse à l'AngII induite par le GO implique un rôle central 
qu'occupe le potentiel de glycation du GO puisque l'aminoguanidine bloque cette 
amplification de la réponse mécanique cellulaire. Nos résultats suggèrent également que le 
GO peut avoir un impact sur l'activité de ROCK, puisque sont inhibition avec le composé 
Y-27632 bloque également l'augmentation de la réponse contractile dans les conditions de 
GO (p = 0.011). En résumé, les résultats de cette étude indiquent que le GO amplifie la 
réponse cellulaire à l'AngII et modifie les propriétés mécaniques cellulaires par un 
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 Glyoxal (GO), a highly reactive metabolite of glucose, is largely associated with 
diabetic vascular complications via the formation of advanced glycation end-products. 
Considering its ability to react with the amino acids in proteins and its crosslinking 
potential, we suggest that GO affects cellular mechanical functions such as contractility. 
Therefore, we tested the effects of GO on cellular contractile responses following AngII 
stimulation of human embryonic kidney cells over-expressing the AT1 receptor (HEK 293 
AT1aR). 
 
 Prior to cell stimulation with AngII, cells exposed to GO exhibited 
carboxymethyllysine-adduct formation and an increase in cellular stiffness, which could be 
prevented by pre-treatment with aminoguanidine. The time-dependent cellular contractile 
response to AngII was measured by monitoring cell membrane displacement with atomic 
force microscopy (AFM) and by quantifying myosin light chain phosphorylation (p-MLC) 
via immunoblotting. Interestingly, short-term GO exposure increased the amplitude of cell 
contraction induced by AngII by 2.6 times, and this was also associated with a sustained 
rise in p-MLC. This hyperresponsiveness to AngII induced by GO points toward a central 
role for its glycation potential, as aminoguanidine pre-treatment prevented this increased 
cellular mechanical response. Our results also suggest that GO could have an impact on 
ROCK activity, as ROCK inhibition with Y-27632 blocked the enhanced contractile 
response (p = 0.011) measured under GO conditions. Together, these results indicate that 
GO enhances the cellular response to AngII and modifies cellular mechanical properties via 
a mechanism that relies on its glycation potential and on the activation of the ROCK-
dependent pathway. 
 
Insight, Innovation, Integration 
 
The monitoring of cell membrane displacement by atomic force microscopy (AFM) is a 
recently developed approach to evaluate cellular responses to GPCR stimulation, which 
involves actomyosin contractile activity and rearrangement of the cellular cytoskeleton as it 
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was observed following AT1R stimulation by AngII. With this approach, we observed that 
exposure of cells to glyoxal increased the amplitude of the cellular response to AngII 
compared to control conditions; this also demonstrated in the observed levels of phospho-
MLC, a common marker of actomyosin activation. This direct monitoring of cellular 
contraction coupled with characterization of specific cellular components and cell 
mechanical properties made it possible to pinpoint elements responsible for AGE-induced 






 A hallmark of diabetes mellitus is hyperglycemia associated with an increased 
concentration of metabolites such as glyoxal (GO), methylglyoxal, and 3-deoxyglucosone 
1,2. Exposure of vascular cells and tissues to these reactive metabolites is believed to 
contribute to the development of atherosclerosis 3 and arterial stiffness 4,5 and affect the 
response of endothelial cells to shear stress and various stimuli 6, thereby promoting 
vascular-related complications of diabetes. The mechanisms by which carbohydrates and 
their metabolites contribute to diabetic vasculopathy involve increased oxidative stress and 
irreversible protein glycation 1,7,8. GO is an a-oxoaldehyde formed by the degradation of 
monosaccharides, saccharide derivatives and glycolytic intermediates 2. The carbonyl 
moiety of GO readily reacts with lysine, arginine and cysteine residues of proteins via a 
non-enzymatic reaction 2,9 to form covalent adducts known as advanced glycation end-
products (AGE). GO is a more potent glycating agent than glucose and is likely to produce 
intra- and intermolecular crosslinks 2,10,11. Consequently, glycation can affect the function 
of a protein 11,12, specifically by altering its folding, solubility or binding ability 13-15. For 
instance, glycation of extracellular matrix proteins, such as collagen and elastin, was found 
to decrease vascular tissue compliance 16-18, a marker of diabetic vasculopathy. However, 
Ngyuen et al. 19 showed that intracellular cytoskeletal proteins with extended half-lives, 
such as actin, annexin, tubulin and moesin, are also sensitive to AGE formation.  
 
 So far, scant scientific research has explored the effects of glycation on cellular 
function involving the cytoskeleton. Glycation and/or the crosslinking of cytoskeletal 
proteins could affect the basal mechanical properties of a cell and then affect its mechanical 
functions, such as cellular contraction, which rely on the actomyosin contractile machinery 
and the dynamic regulation of the cytoskeleton. This is especially relevant in vascular cells, 
whose contractile activity, which is regulated by vasoactive hormones, is responsible for 
the regulation of microvascular tone and endothelial permeability 20-22. 
 
 In most cell types, cellular contraction relies on the activation of the actomyosin 
contractile machinery. The association between actin and myosin is regulated by the 
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phosphorylation of the myosin regulatory light chain (MLC) by myosin light chain kinase 
(MLCK) and Rho-kinase (ROCK) 23,24. In principle, glycation of any proteins involved in 
this process could compromise the resulting contractile response. Interestingly, glycation 
was reported to modulate the enzymatic activity of a number of proteins 14,25. It is also 
expected that glycation of cytoskeletal proteins could affect the actin polymerization state 
and its dynamic remodeling 26,27, thus impacting cellular mechanical properties. For 
example, the short-term exposure of endothelial cells to GO was previously shown 28 to 
induce actin stress fiber formation, which could affect cytoskeletal-dependent cellular 
processes. 
 Based on the considerations described above, we hypothesized that GO exposure 
would affect the overall mechanical properties and contractile abilities of cells by 
modifying cytoskeletal protein organization and contractile protein function. We used 
AngII-induced cell contraction monitored by AFM as a functional assay to study the 






 A stably transfected human embryonic kidney cell line (Qbiogene, QBI HEK-293A 
cells, Carlsbad, CA, USA) expressing the AT1a receptor (HEK293-AT1aR) as previously 
described 6,29 was used. The clonal cell line was maintained in DMEM supplemented with 
10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 5 mM glucose, 2 mM L-glutamine, 2.5 
µg/ml amphotericin B, 50I U/ml penicillin, 50 µg/ml streptomycin (Wisent, St-Bruno, QC, 
Canada) and 0.4 mg/ml G-418 (Gibco Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA) at 37ºC 
in a 5% CO2 incubator. Prior to experiments, cells were plated in 6-cm petri dishes in 5 
mM glucose media to reach confluence and were then exposed to specified conditions in 
FBS-free media for 24 hours. Normal glucose (NG) medium contained 5 mM glucose, 
whereas the glyoxal (GO) (40% in H2O, Sigma-Aldrich, ON, Canada) enriched medium 
contained 1 mM glyoxal and 5 mM glucose. The rho-kinase inhibitor Y-27632 (Y0503, 
Sigma-Aldrich, ON, Canada) and aminoguanidine (AMG) (296494, Sigma-Aldrich, ON, 
Canada) were both used at a concentration of 10 µM. Before each experiment, the medium 
was replaced by the non-dependent CO2 medium Leibovitz’s L-15 (Wisent, St-Bruno, Qc, 
Canada). 
Immunofluorescence microscopy and image analysis 
 Cells grown on 25-mm glass coverslips were treated with vehicle or AngII prior to 
fixation in 4.0% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS) (Wisent, St-Bruno, 
QC, Canada) for 10 min at room temperature. Fixed cells were washed with TBS for 5 min 
and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for 1 min. Cells were then incubated 
with the blocking solution Image-iT (Life Technologies, ON, Canada) for 30 min prior to 
incubation with Texas Red-X phalloidin (Life Technologies, ON, Canada) and Hoechst 
(B2261, Sigma-Aldrich, ON, Canada) for 30 min. The coverslips were then mounted on 
microscope slides using Prolong Gold anti-fade reagent (Life Technologies, ON, Canada). 
 An inverted epifluorescence microscope (Axio Observer Z1, Carl Zeiss, Germany) 
equipped with an AxioCam MRm camera (Carl Zeiss, Germany) was used for fluorescence 
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acquisition. Optical sectioning using structured illumination was achieved with ApoTome 
(Carl Zeiss, Germany) and AxioVision LE software was used for image collection. Band 
pass filters (Chroma Technology Inc.) with excitation at 560/40 nm and emission at 630/60 
nm were used for Texas-Red. Band pass filters (Carl Zeiss, Germany) with excitation at 
365/40 nm and emission at 445/50 nm were used for Hoechst. Images were reconstructed 
from 0.3 µM ApoTome optical sections using the Zeiss software AxioVision.  
Measurement of cell rigidity and cell contraction by AFM 
 Live cell AFM measurement was performed on a custom-made force measurement 
device, based on the design and operation of an AFM 30. Measurements were made at room 
temperature with an AFM was mounted on an inverted microscope (Axio Observer Z1, 
Carl Zeiss, Germany) equipped with an AxioCam camera, permitting direct visualization of 
the cantilever tip on a video monitor. All measurements were realized with standard silicon 
nitride cantilevers (MLCT cantilever, triangular point #C, Bruker, CA). For cell rigidity 
measurements, a spherical glass bead (Polysciences Inc., Warrington, PA) ~12.5 µm in 
diameter was glued onto the cantilever using optical glue (Norland Products Inc., 
Cranbury, NJ). The mounted bead was positioned over the cell body using the mobile stage 
of the inverted microscope, which was attached to the AFM. The experiment was designed 
to record at least two indentation curves at the perinuclear region of a cell for several cells 
(n>60) in each mentioned conditions. The use of a sphere mounted on a cantilever provides 
a larger cell contact area than a traditional pyramidal tip, which improves stiffness data 
reproducibility on heterogenous samples. We performed every force-curves at a constant 
indentation depth of 1500nm at an indentation rate of 3.25 um/s. The noise of the 
experiment was determined using the standard deviation of the force values prior cell 
surface contact. An experimental contact point was assigned where the force value was 
three times higher than the noise. Afterward, we proceeded to a fit of the data to extract the 
Young's modulus (E) by applying the Hertz model 31 to the force-distance curves using a 
nominal spring constant (K) of 0.06 N/m and a Poisson ratio (v) of 0.5. For a spherical tip, 
the relationship between the applied force F and the indentation depth d is given by F = [4 
x R1/2 x E x d3/2]/[3 x (1-v2)], where R is the radius of the sphere. Both the contact point 
(about more or less 50 nm around the experimental contact point) and the indentation depth 
were used as fitting parameters. The procedure ended when the root mean square deviation 
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of the fit was three times greater than the experimental noise. The Young Modulus was 
extracted from the fit that contain the most data points and the lowest RMSD variation for a 
specific contact point. 
For real-time cell contraction measurements, cell responses following AngII stimulation 
were measured with the cantilever tip positioned directly on the top of the cell (perinuclear 
zone) while the signal was recorded over the time as previously described by Cuerrier et al. 
32. Briefly, AFM baseline was recorded while HEK293-AT1aR cells were allowed to 
stabilize for a period of 5-10 min, and then cells were stimulated with 100 nM AngII 
(American Peptide, Sunnyvale, CA, USA). The extent of cell contraction was quantified as 
the amplitude of the contraction peak, which corresponded to the maximum cell body 
vertical displacement (Δd). 
Measurement of intracellular calcium  
 To monitor intracellular Ca2+ levels, cells were treated with 2 µM fura-2-AM (Life 
Technologies, ON, Canada) in HBSS (20 mM HEPES, 120 mM NaCl, 5.3 mM KCl2, 3 
mM CaCl2, 800 nM MgSO4, 5 mM Glucose) for 30 min at room temperature. Cells were 
then washed with HBSS and incubated at room temperature for 15 min to ensure cleaving 
of the acetoxymethyl ester moiety. Glucose concentration was maintained at 5 mM 
throughout the fura-2-AM loading procedure. Cells were imaged using an Olympus 
microscope (Roper Scientific, Trenton, NJ), controlled by METAFLUOR 6.1 software 
(Universal Imaging, Downington, PA). The change in intra-cytosolic Ca2+ concentration 
was determined via ratiometric fluorescence measured at 340/380 nm 33. The ratio of 
fluorescence intensity was calculated from individual images and calibrated in a saturating 
Ca2+ environment as described elsewhere 1,7,8,11,13-15. The response to AngII was plotted as 
the variation in the cytosolic calcium concentration as a function of time. 
Preparation of cell extracts and immunoblotting 
  Cells were stimulated with AngII (100 nM) for 0 to 8 min. Afterwards, cells were 
washed two times with PBS, treated with ice-cold 20% TCA (Fisher Scientific, ON, 
Canada) for 10 min on ice, washed twice in PBS and then harvested in SDS-sample buffer 
without DTT and bromophenol blue. Protein concentration was determined by a BCA 
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protein assay. After adding DTT (D9779, Sigma-Aldrich, ON, Canada) and bromophenol 
blue, boiled cell lysates containing 18 µg of protein were resolved on polyacrylamide gel 
and transferred onto polyvinylidene difluoride membranes (PerkinElmer, Boston, MA). 
Membranes were blocked in Pierce TBS protein-free blocking buffer (#37570, Thermo 
Scientific, ON, Canada) and incubated with antibodies against MLC (1:1000) (#3572, Cell 
Signaling, Boston, MA, USA), MLC-2p (1:1000) (#3674, Cell Signaling, Boston, MA, 
USA) or ROCKI (1:500) (ab45171, Abcam, ON, Canada). Bands were detected using 
horseradish peroxidase-labeled secondary antibodies and chemiluminescence detection 
(#80196, Thermo Scientific, ON, Canada). Semi-quantitative protein quantification 
analysis was performed with GelAnalyzer software 34. 
Statistical analysis 
 Differences in immunoblot protein quantification after cellular exposure to various 
experimental conditions were calculated using the Mann-Whitney statistical test, whereas 
differences in cell membrane displacement, Young's modulus and calcium concentration 
were computed using unpaired t-tests (GraphPad software, Prism version 5.0, CA, USA). 
The normality of the data was evaluated by the Shapiro-Wilk test (p ≥ 0.05). Statistical 




- Exposure of cells to GO induces the formation of AGEs. 
 Carboxymethyllysine (CML) is the major glycation product generated by GO and is 
reported to form intracellularly after only a few hours 28. We first evaluated the extent of 
CML formation in cell lysates extracted from cells treated with normal glucose (NG), GO, 
and GO + AMG conditions. As reported in Fig. 1, GO increased CML-protein adducts, in 
particular high molecular weight proteins over 55 kDa and proteins in the 25-30 kDa range, 
the later representing 20% of total human proteins content 35. In NG-treated cells, these 
bands were either absent or much lower in intensity. As expected, AMG pre-treatment 
prevented the formation of CML-protein adducts that were detectable by immunoblotting. 
This confirmed that NG exposure led to the formation of a significant basal level of CML-
proteins 36 and that AMG treatment was efficient to inhibit the formation of CML-protein 
adducts related to GO exposition. These immunoblotting results confirmed that exposure of 
cellular proteins to GO led to a drastic increase in CML-protein adducts, which suggests 
that GO exerts potential effects on a variety of cellular functions.  
 
 
Figure 1: Screening of glycation protein adducts under GO conditions. 
HEK293AT1aR cells treated with normal glucose (NG), glyoxal (GO), and glyoxal in the 
presence of AMG (GO + AMG) were processed for immunoblotting to detect 
carboxymethyllysine (CML) adducts. The expression of tubulin under each condition was 




- Cells exposed to GO alter their actin organization. 
 The cell cytoskeleton plays a central role in the regulation of cell shape and 
mechanical function 26,37. To assess the impact of GO exposure on actin organization, we 
performed phase contrast and fluorescence microscopy of F-actin labeled cells. No change 
in the general cell morphology was observed in cells exposed to NG compared to GO 
medium by phase contrast microscopy (Fig. 2A, B). F-actin labeling revealed similar actin 
structures homogeneously distributed throughout the cell bodies, both for cells exposed to 
NG and GO medium (Fig. 2C, D), suggesting that GO exposure has a limited impact on 




Figure 2: Characterization of HEK293 cells after GO exposure.  
Phase contrast images of HEK293AT1aR cells cultured in NG (A) and GO (B). Images 
were taken by confocal microscopy, magnification 20X. Fluorescence micrographs of F-
actin staining (red) and Hoechst nucleus staining (blue) under NG (C) and GO (D) 
conditions, magnification 100X. Scale bars corresponds to 20 µm (upper image row) and 





- Exposure of cells to GO affects their basal mechanical properties. 
 Because GO is powerful enough to induce protein crosslinking 10, we examined the 
impact of GO exposure on cellular mechanical properties by measuring cell stiffness using 
an AFM microcantilever modified with a glass bead as a force sensor. Fig. 3A presents a 
typical indentation curve recorded when lowering the glass bead into a cell surface. Cell 
stiffness, quantified by E, was calculated by fitting the force-indentation curves with the 
Hertz model (see Material and Methods1) 31. In Fig. 3B, we observed that cells exposed to 
GO medium had a Young’s modulus of 240 ± 91 Pa, which is significantly higher than the 
value obtained for cells exposed to NG (187 ± 75 Pa, p < 0.0001). Moreover, pre-treatment 
of cells with the carbonyl scavenger AMG limited the increased cell stiffness induced by 
GO exposition (188 ± 120 Pa; p = 0.026), whereas no effect was observed when cells 
cultured in NG medium were exposed to AMG (212 ± 146 Pa, p = 0.11). Because cell 
stiffness might be influenced by cell morphology and cell spreading, we measured the 
mean cell height before (4,2 um ± 0,9) and after (3,9 um ± 0,7) GO treatment and did not 
observed significant changes, as confirmed by an unpaired t-test (p=0.28, n=30). Those 
results suggest that exposure of cells to GO had an impact on basal mechanical properties, 
which could impair cellular mechanical functions such as actomyosin contraction. 







Figure 3: Cell stiffness measured by AFM indentation curves after different cell 
treatments.  
A. Typical indentation curves utilizing the AFM cantilever approach on cells following NG 
(black curve) and NG + GO (gray curve) cell exposure. The indentation curve reads from 
right to left and represents the force at the cell-cantilever interface as a function of the 
vertical distance between them. At 0 nm, the cantilever tip contacted the cell membrane, 
which deflects based on cell stiffness. B. Young’s modulus was calculated and reported as 
the median with 95% confidence intervals for NG (n = 127), NG + AG (n = 64), GO (n = 
107) and GO + AMG (n = 85). ** & ****: Significantly different as determined by an 




 In addition to the central role of cytoskeleton density and organization in 
determining basal cell stiffness 26,38, actomyosin activity levels are also believed to 
influence the internal tension in a cell 16 and thus contribute to cell stiffness under basal 
conditions. Knowing that the extent of MLC phosphorylation regulates myosin-actin 
association 23,24,39, we examined the impact of GO exposure on basal p-MLC levels by 
immunoblotting (Fig. 4). We found that GO exposure had no significant impact on p-MLC 
levels (0.8 ± 0.3) compared to NG conditions (0.9 ± 0.3, n = 9, p = 0.4), indicating that GO 
does not affect the basal association of myosin and actin.  
 
 
Figure 4: Baseline p-MLC levels after GO cell exposure. 
HEK293-AT1aR cells treated with GO or untreated were processed for immunoblotting to 
detect di-phosphorylation of MLC and quantified based on band intensity. Data are 
normalized to total tubulin for NG (n = 9) and GO (n = 4). A Mann-Whitney test revealed 







- Exposure of cells to GO modifies the AngII-induced cell contractile response 
 To assess the effects of GO on cellular ability to generate a mechanical response, 
we measured cell contraction following AngII stimulation in HEK293AT1aR cells by AFM. 
This cell line is known to produce a pronounced cell contractile response following AngII 
stimulation, which is associated with both an increase in internal cell tension together with 
pronounced cytoskeletal rearrangements 40,41. In these experiments, contraction of the cell 
body is quantified by measuring the cantilever deflection associated with a rapid increase 
in cell height following stimulation with the agonist. As seen in Fig. 5A and B, cells 
exposed to NG (Fig. 5A: black trace) responded to AngII as reported by a contraction 
amplitude of 184 ± 89 nm. However, GO exposure (Fig. 5A: gray trace) led to a 
significantly larger (490 ± 151 nm) and sustained response to AngII. Interestingly, this 
increase in the cellular contractile response caused by GO pre-treatment could be prevented 
by the addition of AMG, which in turn had no effect on cell contraction under normal 
glucose conditions (Fig. 5A and B). These results showed that GO cell exposure modified 
cellular mechanical functions as observed for the amplified cell contraction response to 
AngII, an effect that could be counteracted by the carbonyl scavenger AMG (see light gray 






Figure 5: Cellular mechanical response following AngII stimulation measured by 
AFM after different cell treatments. 
A. Typical cell membrane displacement curves monitored through AFM cantilever 
deflection following AngII injection (0 min, 100 nM) as a function of time after treatment 
with NG (black curve), GO (gray curve), GO + AMG (gray light curve) and NG + AMG 
(dashed curve). B. Statistical distribution of maximal cell membrane displacement (Δd) 
reported as cell contractile amplitude with different cell treatments. Contraction amplitude 
under GO conditions (490 ± 151 nm, n = 10) was greater than under NG conditions (184 ± 
89 nm, n = 14, p < 0.0001) and was reduced by AMG pre-treatment (197 ± 112 nm, n = 11, 
p = 0.0001) as determined by an unpaired t-test. Cell contractile amplitude was similar 
between NG and NG + AMG conditions (238 ± 75 nm, n = 8, p = 0.4). 
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- Exposure of cells to GO affects agonist-induced MLC phosphorylation during cell 
contraction. 
 
 Signaling through AT1aR leading to cell contraction requires an increase in MLC 
phosphorylation levels as a result of the kinases MLCK and ROCK as well as myosin light 
chain phosphatase (MLCP) activities 42. MLC phosphorylation (p-MLC) status is 
frequently used as a biochemical marker of cellular contraction and internal tension 39. To 
evaluate if GO exposure affects p-MLC levels following AngII stimulation, we performed 
immunoblotting experiments using an antibody directed against p-MLC (Fig. 6). Both NG 
and GO conditions showed a transient cellular response in which p-MLC levels increased 
following AngII stimulation (0 min) and then returned gradually to baseline levels. 
Although GO exposure (Fig. 6; gray bars) resulted in an initial rise p-MLC levels 
equivalent to control conditions (Fig. 6; white bars) between 0 and 3 minutes, overall GO 
exposure led to more sustained p-MLC levels over time (i.e., t > 4 min) compared to NG 
conditions. This result underlines the fact that p-MLC, the intracellular marker of 
contraction, appeared to be enhanced under GO conditions, which could explain the 








Figure 6: Phosphorylated MLC levels at different times following AngII injection in 
cells exposed to GO. 
A. p-MLC protein expression levels at different times following AngII stimulation. Data 
were corrected to the total amount of protein loaded using tubulin expression. B. Mean ± 
SE of the calculated ratio of p-MLC to MLC total is reported in the histogram at every time 
point screened following AngII stimulation. The calculated ratio of p-MLC to the 
corresponding MLC total was extracted from samples loaded on the same gel. Each data 
point represents the mean of duplicate sample loading. NG: (0 to 6 min, n = 3-12); GO: (0 
to 8 min, n = 3-11). According to Mann-Whitney analysis, p-MLC levels were not 
significantly different between cell extracts from NG- and GO-treated cells after 0, 1, 2, 3, 
5 and 6 min (ns, p > 0.05). p-MLC was significantly different between NG (4 min) and GO 
(4 min) conditions (*p = 0.02). 
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-­‐	  Exposure	  of	  cells	  to	  GO	  affects	  Gq-­‐dependent	  calcium	  mobilization.	  
 AT1aR activation by AngII and resulting Gq pathway activation leads to intracellular 
calcium mobilization 29, which in turn can affect MLCK activity and thus the magnitude of 
the contractile response 22,43,44. Therefore, we explored whether GO-dependent cell 
hyperreactivity to AngII could be caused by increased Gq activity with a concomitant 
increase in cytosolic calcium mobilization (Fig. 7). In the absence of extracellular Ca2+ and 
therefore under conditions where calcium levels depend solely on the release of calcium 
from ER stores 44, AngII stimulation induced a burst of cytosolic Ca2+ of approximately 
100 nM before returning to basal levels (Fig. 7A). The addition of extracellular Ca2+ 
induces a second wave of cytosolic Ca2+, which can be attributed to store-operated 
channels (SOC) calcium entry 45. Maximal increases in cytosolic calcium from both the ER 
and SOC compartments were quantified and reported in Fig. 7B. When comparing GO to 
NG exposure, we observe a lower increase in the cytosolic calcium concentration both 
from the ER (108 ± 35 nM vs. 72 ± 23 nM; p ≤ 0.0001) or SOC entry (60 ± 30 nM vs. 30 ± 
18 nM, p ≤ 0.0001), respectively. These results indicate that the increased AT1aR-
dependent contractile activity of GO-exposed cells (Fig. 5) cannot be directly correlated 








Figure 7: Calcium imaging analysis following AngII stimulation after different cell 
treatments.  
A. Typical calcium imaging analysis curves as a function of time following AngII 
stimulation (100 nM) with and without extracellular calcium, as indicated by the arrows. B. 
Maximal calcium release under both conditions was reported (NG, n = 132 and GO, n = 
160) as well as also maximal calcium entry (NG, n = 100 and GO, n = 159). ****: 






- Exposure of cells to GO alters G12/13-dependent Rho-kinase activity during cell 
contraction. 
 In addition to Ca2+ mobilization, AT1aR activation also induces the activation of the 
small GTPase Ras homolog gene family member A (RhoA) via G12/13 signalization. RhoA 
activates ROCK, a regulator of p-MLC levels via the inhibition of MLCP and the direct 
phosphorylation of MLC 46. Because p-MLC levels and cell contraction were increased 
following GO exposure, we also evaluated the implications of ROCK in AFM-measured 
cell contraction by pre-treating the cells with the ROCK inhibitor Y-27632 47 prior to 
AngII-stimulation (Fig. 8A). Inhibition of ROCK had no significant effect on cells in the 
presence of NG (184 ± 89 nm vs. 193 ± 102 nm), suggesting that the Gq pathway could be 
dominant under those conditions. Conversely, GO-treated cells showed a marked reduction 
in contractile amplitude following AngII stimulation (210 ± 82 nm vs. 490 ± 151 nm), 
indicating that ROCK activity, which occurs downstream of the G12/13 pathway, appears to 
be a significant component of the extra contractile force present after glyoxal exposition.   
 Finally, to evaluate whether ROCK hyperactivity was associated with an increase in 
ROCK expression levels, we performed immunoblotting for ROCK on NG- and GO-
exposed cells (Fig. 8B). We found no difference between ROCK protein levels in GO-
treated cells (0.93 ± 0.16) compared to NG conditions (0.65 ± 0.13; Fig. 8B), which point 






Figure 8: The impact of ROCK inhibition on the AngII-induced contractile response 
in GO-treated cells. 
A. This figure depicts the cell contraction amplitude measured by AFM after NG and GO 
exposure in the presence of the ROCK inhibitor Y-27632 (10 uM). Statistical distribution 
of maximal cell membrane displacement after the specified cell treatment; NG (n = 13), 
NG + Y-27632 (n = 5), NG + GO (n = 10) and NG + GO + Y-27632 (n = 7). **: 
Significantly different compared to the corresponding treatment without the ROCK 
inhibitor as determined by a Mann-Whitney test, with p = 0.0021. B. HEK293AT1aR cells 
were similarly treated with GO and ROCK inhibitor (Y-27632) and processed for 
immunoblotting to detect ROCK I. Data are corrected for total tubulin content for NG (n = 
6) and GO (n = 3). According to Mann-Whitney analysis, ROCK levels were not 




 In addition to its role in MLC phosphorylation, the activation of ROCK also 
increases F-actin density via LIMK and cofilin 48. The implications for ROCK activity in 
the mechanical cellular response under GO conditions led us to believe it might have a 
possible impact on cytoskeletal actin remodeling following AngII stimulation. Therefore, 
we measured F-actin organization by fluorescence microscopy in cells grown under NG 
and GO conditions and stimulated with AngII. A qualitative comparison of fluorescence 
micrographs (Fig. 9) obtained at different time points (0, 1, 4 and 8 min) after AngII 
stimulation, showed a transient (4 min) increase in F-actin content under NG conditions. 
These results are consistent with previous data published by our group 49, which revealed  
actin reorganization following AngII stimulation by confocal microscopy in this same cell 
line. Overall, GO treatment leads to a marginal increase in F-actin content and has not 
effect on F-actin structures following AngII induced contraction when compare to NG 
conditions. The increase in AngII-dependent contraction observed following GO exposure 
cannot be readily linked to a marked increase in F-actin content and organization due to 
increased ROCK activity. 
 
 
Figure 9: Characterization of F-actin organization after AngII cell stimulation. 
Fluorescence micrographs of cells labeled for F-actin (red) and nuclei (blue) under NG and 
GO conditions after 0, 1, 4 and 8 minutes following AngII addition. Magnification: 40X, 





 The current study revealed that the amine-reactive, glucose-derived oxoaldehyde 
glyoxal modulates the basal mechanical properties and contractile function of cells. We 
report herein that short-term cell exposure to GO leads to altered cell responsiveness to 
AngII, which can be prevented with AMG, an inhibitor of AGE formation. 
 
 The cell contractile response normally involves both cytoskeletal reorganization and 
actomyosin motor activity 26,50. A previous study by Sliman 28 showed that GO alters 
cytoskeletal arrangement and permeability in EC. In the current study, we found that acute 
exposure to GO had no effect on the basal actin cytoskeleton organization of our cell model 
(Fig. 2). Despite this, we observed a marked increase in cell body stiffness (Fig. 3) that 
could be prevented by AMG (Fig. 3B), an inhibitor of AGE formation (Fig. 1).  
 
 Increased cell stiffness can also be the result of an increase in intracellular cell 
tension related to MLC phosphorylation and constitutive actomyosin motor activity 34,51,52. 
However, GO did not affect basal p-MLC levels (Fig. 4), confirming that increased basal 
cell stiffness is not a result of the altered regulation of the actomyosin contractile 
machinery but likely the mechanical properties of the cytoskeleton itself. These results 
suggest that intracellular protein glycation could be responsible for increased cell stiffness. 
If so, cell activities that are dependent on those properties, such as cell contraction, could 
be affected by GO as well.  
 
 Levels of p-MLC, which depend on relative kinase (ROCK, MLCK) and 
phosphatase (MLCP) activities 28,53, are an important biochemical marker that can be 
correlated with the contractile activity of myosin 39,42. In our study, activation of AT1aR led 
to a concomitant increase in MLC phosphorylation levels (Fig. 6) and cell contraction (Fig. 
5) following AngII stimulation. We also showed that short-term exposure of cells to GO 
led to a rise in p-MLC levels similar to NG conditions (Fig. 6B). However, GO exposure 
was associated with more sustained p-MLC levels in cells stimulated with AngII (Fig. 6). 
As levels of MLC phosphorylation are linked to the extent of actomyosin contractile 
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activity 43,54, this result was consistent with the increased contractile response measured by 
AFM under identical conditions (Fig. 5A).  
 Indeed, real-time AFM is a sensitive tool used to monitor nanometer-scaled 
membrane fluctuations. We have previously reported that membrane fluctuations are 
related to the dynamics of the underlying cytoskeleton in response to the vasoactive 
hormone AngII 16,37,49,55. GO cell exposure was found to increase the amplitude of cell 
contraction in response to AngII compared to NG conditions. Accordingly, studies 
performed in tissue-organ baths on endothelium-free vascular smooth muscle tissues 
reported similar increases in isometric contraction induced by vasoconstrictive agents 
(AngII, serotonin, phenylephrine) in diabetic mice and humans compared to respective 
non-diabetic controls 10,56-58. Other groups 59,60 also reported that treatment with the GO 
analog methylglyoxal (1-2 hours, 1 mM) enhances contraction in endothelium-denuded rat 
mesenteric artery following phenylephrine stimulation and in rat isolated carotid artery 
following AngII stimulation. Our results, together with these previous studies, provide 
supporting evidence that short-term exposure to a glycating agent alters cellular contractile 
function and potentially other contraction-related mechanical activities such as migration, 
division and cell junction permeability.  
 
 Different mechanisms may be involved in the GO-induced enhancement of AngII-
dependent cell contraction, such as alterations in AT1a receptor expression or the activity of 
proteins found downstream of the Gq and G12/13 signaling pathways, which are linked to 
AT1aR activation. Here, we describe the modulation of calcium levels that are involved in 
the regulation of MLCK and the RhoA protein that in turn regulates the activity of ROCK, 
which is involved in both cell contraction and cytoskeletal structures.  
 
 Modulation of intracellular calcium levels is a key component of cell contraction 
22,44. In our model, calcium levels were used as an indicator of the capacity of our cell 
model to respond to AngII 32,40, as AT1aR activation is linked to Gq activation, which in 
turn leads to increased intracellular calcium levels 22,29. Interestingly, we found that 
cytosolic calcium levels following AT1a receptor activation were decreased when cells 
where exposed to GO. This finding is consistent with many studies that have reported that 
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chronic hyperglycemia in diabetic subjects leads to lower calcium release in smooth muscle 
and glomerular mesangial cells following stimulation with vasoactive agents 33,61-65. 
However, calcium levels following AngII stimulation in cells exposed to GO did not 
correlate with the increased contraction measured by AFM (Fig. 5) and the increased p-
MLC measured by immunoblotting (Fig. 6), suggesting that the activities of other proteins 
involved in cell contraction might be altered.  
 
 With regard to cytoskeletal organization and regulation as well as cell contraction, 
ROCK is known to play a key role in those events. Indeed, ROCK plays a major role in 
stress fiber formation 27, induces cell contraction by inhibiting MLCP or directly 
phosphorylating myosin 46 and targets other proteins involved in actin polymerization, such 
as LIMK and ERM family proteins 46,48. Interestingly, ROCK inhibition markedly reduced 
the magnitude of cellular contraction under GO conditions as measured by AFM (Fig. 8A), 
whereas ROCK inhibition did not significantly alter cellular contraction under NG 
conditions. These results are in accordance with previously reported data, in which a 
hypercontractile response dependent on ROCK activation was measured in diabetic smooth 
muscle strips 57, high glucose-exposed EC fibers reconstituted from culture EC with type-1 
collagen 66 and pulmonary endothelium 67.  
 
 As mentioned previously, ROCK regulates LIMK, which in turn activates cofilin 
and decreases F-actin depolymerization, therefore promoting the accumulation of actin 
filaments. Interestingly, no significant increase in F-actin content was observed following 
AngII stimulation in cells previously exposed to GO (Fig. 9). This leads us to conclude that 
ROCK-induced F-actin regulation does not appear to be a key component involved in cell 
hyperresponsiveness to AngII under GO conditions. However, ROCK is also an important 
regulator of p-MLC levels and could be responsible for the increased regulation of p-MLC 
seen in Fig. 6B. 
 
 With regard to the exact mechanism responsible for increased ROCK activity under 
glycating conditions, there is little agreement in the literature. Some studies argue in favor 
of ROCK up-regulation 68, some suggest MLCP down-regulation 58 and others propose 
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PLA2-B-dependent activation 69 or RhoA up-regulation 70. However, according to our 
results, ROCK up-regulation could not account for the increased ROCK activity under GO 
conditions (Fig. 8B). Therefore, increased ROCK activity may be a consequence of the 
glycation of specific proteins implied in the Rho/ROCK signaling pathway. Glycation of 
enzymes is known to modulate their activity; this has been reported for other kinases 25,71. 
However, more experiments are needed to further address these hypotheses. It is 
noteworthy that ROCK inhibition did not influence cellular contraction under NG 
conditions, which suggests an important contribution of the Gq-dependent pathway. This 
result is different than what was reported under different experimental conditions by 
Cuerrier et al. 32, who stated that ROCK plays a key role in cellular contractile response to 
AngII. However, these experiments were conducted in relatively high glucose media (22 
mM), which is consistent with our results obtained following high glucose exposure (30 
mM, see supporting information). This suggests that high glucose promotes the ROCK-
dependent signaling pathway similar to glyoxal. This issue requires further investigation to 
clarify how these two glycating agents are responsible for inducing this change. 
 Finally, GO, a powerful inducer of glycation and crosslinking 10, is known to induce 
and increase intracellular AGE after only 4 hours exposure 28. Therefore, we must consider 
its role as a crosslinking agent in cell hyperresponsiveness to AngII (Fig. 5). Crosslinking 
between cytoskeletal proteins such as actin could explain the increased basal stiffness 
observed (Fig. 3) and why cell remodeling was limited (Fig. 9) following AngII 
stimulation. Crosslinking of the cytoskeleton could favor contraction by propagating the 
stress caused by actomyosin motor activity. It was recently demonstrated in vitro that 
contractility requires an elaborate interconnected network of F-actin to transmit the 
contractile stresses generated by actomyosin motor activity 72. However, in this study, our 
approach was more concerned with examining protein activity directly involved in cell 
contraction. 
 Overall, we demonstrated that AFM-measured cell contraction (Fig. 5), MLC 
phosphorylation (Fig. 7) and ROCK activity (Fig. 8) were significantly increased under GO 
conditions, implying that exposure to a glycating agent positively modulates mechanical 
cellular functions in response to the vasoconstrictive hormone AngII. Although the exact 
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mechanism remains to be identified, our results suggest that actomyosin contractile 
potential could be enhanced by increased protein crosslinking, as reflected in CML adduct 
formation (Fig. 1) and increased cell stiffness (Fig. 3), as much as ROCK activity (Fig. 8), 
which is associated with increased p-MLC levels. Moreover, it is the glycation potential of 
GO that is key in this process, as pre-treatment with AMG inhibited AGE formation (Fig. 
1) and counteracted GO-induced hyperresponsiveness (Fig. 5) and cell stiffness (Fig. 3). 
 In vitro studies of cell contractility in HEK293 non-muscle cells represent a tool of 
choice to study the impact of glycation on the functional aspect of the actomyosin 
machinery. Our choice of cell line was largely based on the possibility to activate a GPCR 
(AT-1 aR) involved in vascular tone through actomyosin activation. Also it presents a well-
established cellular model where we can measure a real-time contractile response, as it was 
previously shown by our group 49. This cell line has several technical advantages over 
SMCs, which have a highly organized actin network and a transitive de-differentiated 
phenotype, hindering their contractile response 73,74.  
 
 Cellular contractile dysfunction can be a deleterious effect of diabetes mellitus and 
is likely to affect mechanical functions of every tissue and cell exposed to high 
concentrations of glucose metabolites, even for a short period of time. Considering that 
post-translational modification of proteins such as glycosylation, phosphorylation, 
nitrosylation can affect their associated functions independently of the cell type, we assume 
that glycation is most likely to act in a similar way. GO-induced post-translational 
modifications of cellular proteins involved in actomyosin function, can potentially affect 
the activity on a large variety of cell types. Altered actomyosin activity induced by GO 
could have a greater impact in cell types sustaining a well-developed actomyosin 
contractile machinery, in particular vascular smooth muscle cells and endothelial cells. As 
a result, both our cell model and our experimental approach are highly relevant for the 
study of cellular contractile process, from the point of view of actomyosin dynamic and 
thus provide a strong basis for future studies.  
 
 Moreover, we believe our results could be transposed in vivo, since the GO 
concentration used in our study is of the same order of magnitude than those measured in 
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diabetic patients. Fasting GO concentrations in two years non-controlled diabetic patients 
can easily reach 0,6 mM 75. We can hypothesize that prolonged exposition to such 
concentration of GO would induce significant protein glycation. 
 
 It is well known that enhanced in vivo cellular contraction of endothelial cells could 
lead to endothelium hyperpermeability 20,39 where actomyosin contraction and cell-cell 
junction integrity are central components. In this particular case, even a slight modulation 
(i.e. few nanometers) of cellular interspace can lead to important modulation of endothelial 
barrier integrity. Further, changes in cell morphology on the order of hundreds of 
nanometer observed in unicellular contractile response is very likely to impact on a 
vascular smooth muscle cells function. The luminal diameter of a vessel is tightly 
controlled by the contraction status of the surrounding SMC layer. Since the blood flow 
resistance of the vessels is inversely proportional to their radius to the fourth power 76, it is 
very likely that nanoscaled contraction of the cell body can potentially leads to important 
perturbation of the blood flow parameters in small blood vessels. Other vascular functions 
transduced by the activation of AT1aR, such as cell growth, extracellular matrix deposition 
and inflammation 77, are also likely to be affected GO-propitious conditions. By revealing 
an increase AT1-R dependant in actomyosin contractile potential in cell exposed to GO, 
our study shed light on the pathophysiological mechanisms possibly involved in 
endothelial hyperpermeability and for the increase in small arteries vascular tone, both 
associated to diabetic complications. Finally, our study also supports the notion that 
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 La glycation des protéines est un processus ubiquitaire impliqué dans les 
complications vasculaires du diabète. Le glyoxal (GO) est un composé hautement réactif de 
la famille des oxoaldéhydes, considéré comme un puissant agent de glycation au niveau 
cellulaire, puisqu'il réagit rapidement avec les groupements amines des protéines 
cellulaires. Nous avons auparavant démontré que l'exposition des cellules à cet agent 
entraîne une altération de l'activité contractile cellulaire.  Ainsi, nous proposons qu'une 
exposition au GO puisse induire une modification post-traductionnelle de type non-
enzymatique des protéines impliquées dans la machinerie contractile et ainsi altérer leur 
fonction. Dans cette étude, nous avons d'abord mesuré l'étendue de la glycation sur 
l'ensemble des protéines cellulaires, et avons mesuré par la suite l'étendue de la glycation 
de trois protéines impliquées dans la contraction cellulaire et dans l'organisation du 
cytosquelette, soient la rho-kinase (ROCK), l'actine et la gelsoline (GSN). Pour ce faire, 
nous avons développé un essai basé sur la réaction d'une sonde fluorescente et perméable à 
la membrane cellulaire, soit le carboxyfluorescéine diacetate succinimidyl ester (CFDA-
SE), avec les amines primaires des protéines. Par la combinaison de l'essai CFDA-SE et la 
détection en immunobuvardage de type "Western", nous avons observé, suivant 
l'incubation avec le GO, une augmentation de la glycation de l'actine et de ROCK, de 
même qu'une augmentation de l'interaction entre l'actine et la GSN. Par conséquent, nous 
proposons que la modification des protéines par le GO pourrait affecter d'importantes 
interactions protéine-protéine impliquées dans la contraction cellulaire et dans 
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 Protein glycation is a ubiquitous process involved in vascular complications 
observed in diabetes. Glyoxal (GO), an intracellular reactive oxoaldehyde that is one of the 
most potent glycation agents, readily reacts with amines present on proteins to produce the 
lysine-derived adduct carboxymethyllysine, which is a prevalent advanced glycation end-
product (AGE). Our group previously showed that cell exposure to GO leads to an 
alteration in the cell contractile activity that could occur as a result of the glycation of 
various proteins regulating the cell contractile machinery. Here, we measured the extent of 
glycation on three functionally distinct proteins known to participate in cell contraction and 
cytoskeletal organization—Rho-kinase (ROCK), actin, and gelsolin (GSN)—using an 
assay based on the reaction of the cell membrane-permeable fluorescent probe 
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFDA–SE), which reacts with primary 
amine groups of proteins. By combining CFDA–SE fluorescence and Western blot 
detection, we observed (following GO incubation) increased glycation of actin and ROCK 
as well as an increased interaction between actin and GSN as observed by co-
immunoprecipitation. Thus, we conclude that the use of the fluorescent probe CFDA–SE 
offers an interesting alternative to perform a comparative analysis of the extent of 
intracellular protein glycation in live cells. 
 
 
Keywords: Cellular protein glycation, carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester 





INTRODUCTION 	   An important aspect of uncontrolled glycaemia occurring in types I and II diabetes 
is the reaction of extracellular and intracellular proteins with glucose leading to the 
formation and accumulation of advanced glycation end-products (AGE). A large variety of 
spontaneous reactions occurs between reducing sugars or glycating compounds derived 
from glucose (i.e. methylglyoxal, glyoxal (GO) and 3-deoxyglucosone) and primary amine 
groups of proteins [1-4], which lead to intermediate Amadori products and, over time, to 
heterogeneous AGE. Glycation of intracellular proteins could have important impact on 
their related function knowing that it affects their folding, solubility, or ability to bind to 
interacting partners [7-10].  
 
 We have recently reported that, cell exposure to GO, an intracellular reactive 
oxoaldehyde responsible for the formation of lysine-derived adducts (carboxymethyllysine 
(CML) [9]), was correlated with an increases in cell body stiffness and an alterations in the 
cell contractile activity. Here we suggest that glycation of intracellular proteins involved in 
cell contraction could explain the observed alteration of the cell mechanical properties and 
function. 
 
 Cell contraction forces are driven by cyclic interaction between myosin and 
filamentous actin which is regulated by the phosphorylation of the myosin light chain 
(MLC) subunit by both myosin light chain kinase (MLCK) and ROCK [10,11]. ROCK, is 
suspected to be affected by GO-mediated glycation since its activity was reported to be 
enhanced in several diabetic models [12-14]. However, the presence of glycation on this 
important kinase remains to be demonstrated. Interestingly, several accessible lysine and 
arginine residues within the auto-inhibitory C-terminal moiety of ROCK or the kinase 
domain could be subjected to glycation [15] which could affect its folding or interaction 





 In order to support cell contraction, the organization and polymerization status of F-
actin, acting as the main structural component for the cell contractile machinery, must be 
tightly regulated [16,17]. This regulation requires the interaction of actin with numerous 
proteins such as gelsolin (GSN): a potent actin filament capping and severing protein. It is 
known that the modulation of its interaction with actin, have important impact on the 
regulation of the actin filaments assembly/disassembly and compromise the forces and 
tension driving cell contractility [18-20]. Worthy of notice, actin is particularly sensitive to 
glycation since it has a slow turnover and harbor several accessible lysine and arginine 
residues susceptible to be modified by glycating agents in vitro [21,22].  
 
 Intracellular glycation can be evaluated by HPLC, mass spectrometry [23,24], by 
using antibody against specific protein adducts, such as CML [25], or by quantifying the 
auto-fluorescence properties of specific AGE  such as pentosidine [26]. Considering that 
most of these techniques are limited to the screening of a specific AGE or a group of AGE 
sharing similar properties, there is a need to develop alternative approaches to evaluate 
global cellular protein glycation, sensitive to all type of AGE. Therefore, we have used the 
cell-permeant carboxyfluoresceindiacetate linked to a succinimidyl ester moiety (CFDA-
SE) to evaluate the extent of cell glycation. Briefly, this assay is based on the specific 
reactivity of the succinimidyl ester group of CFDA-SE with primary amine groups. CFDA-
SE-modified proteins and unreacted CFDA-SE are non-fluorescent until the cleavage of 
their acetate groups by intracellular esterases leading to the formation of fluorescents 
carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)-modified proteins and unreacted CFSE that 
can diffuse freely back into the extracellular media [27] (Fig. 1). CFDA-SE is extensively 
used in proliferation assays performed on live cells [28-31], by exploiting the fact that 
labeled proteins are inherited by daughter cells after either cell division or cell fusion. Here, 
we posit that an increase in intracellular protein glycation should lead to a decreased 
availability of primary amines groups and thus to a decrease in the fluorescence signal 
originating from CFSE-labeled proteins allowing us to evaluate the global cell proteins 
glycation. Moreover, by combining CFSE fluorescence and Western Blot detection of 
specific proteins, we have focused on GO-induced glycation of three key intracellular 









Figure 1. Mechanism involved in the fluorescent labeling of intracellular proteins using 
membrane permeable CFDA-SE dye. A. CFDA-SE structure (Carboxyfluorescein diacetate 
Succinimidyl Ester). B. CFDA-SE is first introduced into cell via diffusion across cell 
membrane in step 1. Enzymes reactions with cellular esterases cleave the acetate groups, 
resulting in highly fluorescent CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester). In step 2, 
succinimidyl ester reacts covalently with intracellular proteins to anchor the 
carboxyfluorescein moiety producing a stable fluorescent signal. Excess unconjugated 




MATERIALS & METHODS 
 
Cell Culture 
A stably transfected human embryonic kidney cell line (Qbiogene, QBI HEK-293A cells, 
Carlsbad, CA, USA) expressing the AT1a receptor (HEK293-AT1aR) as previously 
described  was used [32]. The clonal cell line was maintained in DMEM supplemented 
with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 5 mM glucose, 2 mM L-glutamine, 
2.5 µg/ml amphotericin B, 50 IU/ml penicillin, 50 µg/ml streptomycin (Wisent, St-Bruno, 
QC, Canada) and 0.4 mg/ml G-418 (Gibco Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA) at 
37°C in a 5% CO2 incubator. Prior to experiments, cells were plated in 6 cm petri dishes in 
5 mM glucose media to reach confluence and were then exposed to specified conditions in 
FBS-free media for 24 hours. Normal glucose (NG) medium contained 5 mM glucose, 
whereas the glyoxal (GO) (40% in H2O, Sigma-Aldrich, ON, Canada) enriched medium 
contained 1 mM glyoxal and 5 mM glucose. Aminoguanidine (AMG) (296494, Sigma-
Aldrich, ON, Canada) was used at a concentration of 1 mM.  
 
Fluorescence Microscopy on CFSE-stained Cells 
A stock solution of CFDA-SE was prepared by dissolving CFDA-SE (Molecular Probes, 
Life Technologies, ThermoFisher, USA) in dimethyl sulfoxyde (DMSO) (Sigma-Aldrich, 
ON, Canada) at a concentration of 20 mmol/L. Living cells cultured in petri dish were first 
washed twice with pre-warmed Hank's balanced salt solution (HBSS; 20 mM HEPES, 120 
mM NaCl, 5.3 mM KCl2, 3 mM CaCl2, 800 nM MgSO4, 5 mM glucose) (37°C) and 
incubated at 37°C in phosphate buffered saline (PBS) (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) 
containing 0,3 µM CFSE for 15 minutes. Cells were then washed two times in HBSS and 
incubated for an additional 30 minutes at 37°C in the dark, to let CFDA-SE undergo acetate 
hydrolysis by endogenous cell esterases. CFSE staining was acquired using an inverted 
epifluorescence microscope (Axio Observer Z1, Carl Zeiss, Germany) equipped with an 
AxioCam MRm camera (Carl Zeiss, Germany). A light-emitting diode illumination system 
was used for detection of the fluorescein (excitation 470/40) in combination with 
corresponding emission filter (530/40). The 10X and 100X objectives were used for 
fluorescence acquisition, and AxioVision LE software was used for image acquisition. 
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Images were analyzed under the same images attributes, using Zeiss software AxioVision 
and ImageJ (NIH) was used to quantify fluorescent signal intensities. 
 
Esterase Activity 
Cells were washed two times with PBS, treated with extraction buffer (50 mM HEPES, 
0,5% Nonidet-P40, 25 mM NaCl, 10% glycerol, 2 mM EDTA) for 5 minutes on ice, and 
then harvested. Samples were shaken for 1 hour at 4°C and then centrifuged at 12000 rpm 
for 10 minutes. The supernatant was kept for the next step. Protein concentration was 
determined by BCA protein assay. The esterases activities of each cell lysate towards 
200µM and 20µM of p-nitrophenylacetate (p-NPA) (N8130, Sigma-Aldrich, ON, Canada), 
from 2mM stock solution dissolved in DMSO, was monitored as a function of time. The 
absorbance was read at 405nm in 96 wells plate every 5 minutes for at least 30 to 50 
minutes. Non-specific activity was accounted by subtracting the activity measured in 
controls (cell lysate + PBS) and the activity of esterases was expressed as µmol of p-
nitrophenol produced per mg of proteins using the Beer-Lambert law's, with e= 1.78e4 M-1 
cm-1. A two-way ANOVA was conducted to examine the effect of GO and NG conditions 
on esterases activities.  
 
CFSE treatment and cell lysate extraction  
Confluent living cells cultured in 6 cm petri dishes were washed twice with pre-warmed 
HBSS (37°C) and incubated in the dark at 37°C, in PBS containing 5 µM CFSE for 15 
minutes. Cells were then washed two times in HBSS and incubated an additional 30 
minutes at 37°C, in order to let CFDA-SE undergo acetate hydrolysis. Cells were washed 
two times with PBS and treated with lysis buffer (10 mM Tris pH 7.5, 1% Nonidet-P40, 
and complete EDTA-free proteases inhibitor cocktail (11836170001, ROCHE, 
Indianapolis, IN, U.S.A)) for 5 minutes on ice, and then harvested. Aliquots were mixed for 






Cell lysates (300 µg) were subjected to immunoprecipitation with 2 µL of a monoclonal 
gelsolin antibody (G4896, Sigma-Aldrich, ON, Canada) or 4 µL of monoclonal ROCK I 
antibody (ab45171, Abcam, Cambridge, MA), overnight at 4°C, under constant agitation 
and with protection from light. The antigen/antibody was coupled to 30 µL of protein A/G-
Sepharose (sc-2003, Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, U.S.A.) for another 3 hours of 
agitation and the complex was centrifuged at 12000 rpm for 1 minute. Immunoprecipitates 
were washed three times in lysis bufffer then dissolved in laemmli 2X with dithiothreitol 
(DTT) (D9779, Sigma Aldrich, ON, Canada), heated 10 minutes at 95°C and centrifuged 
before loading the supernatant on SDS-PAGE. 
 
SDS-PAGE and fluorescence of protein bands 
Proteins were resolved in the dark on 10% and 6% acrylamide gels for GSN and ROCK I, 
respectively. Afterward, the imaging system VersaDoc 4,000MP (BioRad, Hercules, CA, 
U.S.A) was used to record CFSE-protein bands intensity (ex/em at 490/520nm) with the 
imaging software Quantity One (BioRad). 
 
Immunoblotting 
Gels were transferred onto polyvinylidene difluoride membranes (PerkinElmer, Boston, 
MA, U.S.A.) and then incubated with the appropriate primary antibodies: ROCK I 
(ab45171, Abcam, Cambridge, MA) or actin (A5316, Sigma-Aldrich, ON, Canada). For the 
GSN, the membrane was cut in two parts and incubated with the GSN antibody (G4896, 
Sigma-Aldrich, ON, Canada), above 70 kDa, and with the actin antibody (A2066, Sigma-
Aldrich, ON, Canada) below 70 kDa. The bands were revealed by chemiluminescence 
(#80196, Thermo Scientifc, ON, Canada) after the appropriate second HRP-antibody 
incubation. Semi-quantitative protein quantification analysis was performed with Image J 
(NIH). 
 
Statistical analysis  
Differences in immunoblot protein quantification and fluorescent protein band intensities 
after cellular exposure to various experimental conditions and in fluorescent microscopy 
	  	  
112	  
cell staining, was computed using unpaired t-tests (GraphPad software, Prism version 5.0, 
CA, USA). The difference in esterases activities between cell treatments (NG vs GO) was 
determined using the two-way ANOVA. The normality of the data was evaluated by the 





 The initial step in the labeling process of proteins by CFDA-SE in cellulo relies on 
the conversion of the non-fluorescent and highly membrane permeable CFDA-SE dye into 
the fluorophore CFSE (see Fig. 1B) via intracellular esterases activities. Since glycation of 
proteins is known to modify several enzymes activities, including those of esterases [33], 
we first determined whether or not GO could have an impact on esterases activities. To this 
end, we measured the conversion of one of its known substrate, p-NPA, into p-nitrophenol 
as an indicator of the intracellular esterases activities in cell lysates pre-treated or not with 
GO 1 mM for 24 hours (Fig. 2). Two different concentrations of the p-NPA were used: 20 
µM (Fig. 2A) and 200 µM (Fig. 2B), the former corresponding to the concentration range 
used for CFDA-SE in the different experiments. We found no difference in the conversion 
of p-NPA when comparing NG and GO conditions throughout the 40 minutes of incubation 
at neither 20 µM (p= 0.077), nor 200µM (p= 0.907). Despite the slight increase in 
intracellular esterases activities observed in the cell exposed to GO after 15 and 20 minutes 
(p= 0.0159 and p= 0.0397, respectively) (Fig. 2a), the final acetate conversion was found to 
be very similar when comparing both the NG and GO conditions (p > 0.5). These results 








Figure 2. Cell esterases activities measured by the formation of p-nitrophenol from p-
nitrophenylacetate (pNPA) in NG or GO cell exposition. A. The experiment was performed 
at a pNPA concentration of 20 µM (n=5) and B. 200 µM (n=7). The final acetate 
conversion for NG is 22,58 ± 0,472 µmol/ug (20 µM); 74,01 ± 1,85 µmol/ug (200 µM)) 
and for GO (21,56 ± 0,383 µmol/ug (20 uM); 72,98 ± 1.32 µmol/ug (200 µM)) (p= 0.944; 
p= 0.721). * Significantly different with p ≤ 0.05 as determined by a Mann-Whitney test. 
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 As a first attempt to confirm that GO-induced modification of intracellular proteins 
can be monitored through the quantification of the fluorescence intensity of the CFSE-
protein adducts, epifluorescence micrographs of cells incubated in NG or GO (1 mM), for 
24 hours and treated with CFDA-SE, were taken. One should note that all micrographs 
were taken using the same image attributes and acquisition parameters in order to allow for 
a direct comparison of the fluorescence signal intensity. Considering that GO and CFSE 
react specifically with primary amine groups, a decrease in cell fluorescence intensity is 
expected for cells pretreated with GO. As shown in Fig. 3E, fluorescence intensity is 
reduced, as it is 25% lower following GO pre-treatment (Fig. 3B) when compared to NG 
condition (Fig. 3A). This result shows that cell exposition to GO decreases the total number 
of free primary amine groups from proteins available to react with CFSE molecules. To 
confirm that this effect is dependent on intracellular proteins glycation, we also observed 
CFSE fluorescence in cells treated with GO in presence of the carbonyl scavenger 
aminoguanidine (AMG). As expected, AMG treatment in NG condition (Fig. 3D) did not 
affect the reaction of CFSE with intracellular proteins, whereas it prevented (Fig. 3C) the 
decrease in the CFSE fluorescence signal observed due to GO exposure (Fig. 3C). These 
results suggest that CFSE labeling can be used as a comparative tool to evaluate the extent 









Figure 3. Fluorescence microscopy images taken from CFSE stained cells in A. NG, B. 
GO, C. GO + AMG, and D. NG + AMG conditions, magnification 10X. E. The fluorescent 
signal intensity was measured according to the corresponding cell area. **** Significantly 




 Many cellular proteins can react with the CFDA-SE probe as seen when resolved on 
a SDS-PAGE gel (Fig. 4), suggesting many of these are sensitive to glycation. Many 






Figure 4. Cellular proteins from CFSE-treated cells resolved on SDS-PAGE in NG 





 Of those cytosolic proteins involved in cell contractile activity, ROCK is of 
particular interest, considering its role in increased blood vessels vasoconstrictive response 
reported in diabetic models [12,35,36]. Consequently, we individually analyzed, by reading 
the fluorescence intensities associated to specific CFSE-protein adducts, the level of 
glycation of ROCK among other proteins involved in cell contraction and cytoskeletal 
organization. The fluorescence signal corresponding to the 165 kDa ROCK-CFSE adduct 
generated under NG and GO conditions is presented in Fig. 5A and the quantification of 
the CFSE-actin adduct can be found in Fig. 5B where the fluorescence intensity of ROCK 
was normalized by the total ROCK levels determined by western blot. The intensity of the 
fluorescence generated by the ROCK-CFSE adduct in cells exposed to GO was 25% lower 
when compared to NG condition (p =0.03) (Fig. 5B), suggesting that amine-reactive sites 
of ROCK are modified following GO exposure. As expected, this GO-dependent decrease 
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Figure 5. Immunoprecipitated ROCK from CFSE-treated cells cultured in NG or GO 
conditions was loaded on SDS-PAGE. A. ROCK-CFSE fluorescence was reported as well 
as the total ROCK content following western immunoblotting of the corresponding gel. B. 
Histograms represent the degree of ROCK-CFSE labeling in function of the total ROCK 
content (n= 11 (NG), 11 (GO), 9 (GO+AMG)). * Significantly different with p ≤ 0.05 as 




As mentioned before, glycation is well known to occur and accumulate in proteins with 
long half-life, such as actin. In Fig. 6, we observed that CFSE appears to accumulate 
heterogeneously in the cytosol, which could be attributed to its association with the 
abundant cytoskeletal proteins expressed in the cell [37]. 
 
 
Figure 6. Fluorescence microscopy image on CFSE stained cells in NG conditions, 
magnification 100X. The arrows point to the CFSE-bound proteins structures organized 




 Based on these observations, we have determined the level of glycation of actin, a 
highly expressed and long half-life cytoskeletal protein. In Fig. 7A, we present the 
fluorescent signal corresponding to the 42 kDa protein-CFSE adduct that can be attributed 
to actin, based on the corresponding immunoblotting. The quantification of the CFSE-actin 
adduct can be found in Fig. 7B where the fluorescence intensity of actin was normalized 
according to the total actin levels. Here, we observed that GO exposition leads to a 
decrease of 21% in CFSE-actin fluorescence intensity when compared to NG treated cells 
(p= 0.0004), suggesting that actin was modified by GO. AMG slightly countered the effect 
of GO in reducing CFSE fluorescence signal, which was 15% lower when compared to NG 










Figure 7. Actin-CFSE adducts fluorescence resolved on SDS-PAGE. A. Cellular proteins 
issue from different NG, GO, or GO + AMG conditions were loaded on SDS-PAGE and 
the fluorescence was read on geldoc (λem = 494 nm, λex = 518 nm). Actin protein at 42 kda 
was identified by subsequent immunoblotting, using the anti-actin antibody. B. The 
intensity of the fluorescence signal corresponding to actin expressed in actin content was 
reported (n=10). *** & *: Significantly different with p ≤ 0.001 and P ≤ 0.05 as determined 




 Previously, we suggested that actin glycation could compromise cell contractile 
function and the actin polymerization dynamic by altering its affinity for its binding 
partners. It is known that many of those interactions can promote changes in the actin 
filaments structure by promoting the polymerization of G-actin or the disassembly of F-
actin in response to various signaling pathways [38]. Among those partners involved in the 
regulation of actin structures, GSN efficiently mediates both the severing and the capping 
of actin filaments, in order to regulate the network disassembly [20]. Considering that actin 
is glycated under GO cell exposition, we examined if the interaction of actin with its 
partner GSN was modulated under such conditions (Fig. 8A). Surprisingly, the proportion 
of actin bound to GSN in cells exposed to GO was 62% higher compared to NG condition 
(p =0.0009) (Fig. 8B). This increase was limited by the co-incubation of GO with AMG, 
which was only 34% higher (p= 0.013), a result which suggest that the actin-GSN complex 












Figure 8. A. Co-immunoblots show the interaction between actin and GSN, as evaluated 
by the ratio of the co-immunoprecipitated actin to gelsolin levels. B. The ratios of actin to 
GSN levels were reported for each condition (n= 17 (NG), 14 (GO), 11 (GO+AMG)). * & 
*** significantly different with p ≤ 0.05 and p ≤ 0.001. 
 
 
Moreover, CFSE fluorescence associated to the GSN-actin adduct (Fig. 9A) was decreased 
significantly in GO condition as compared to NG. Co-immunoprecipitated actin with GSN 
showed a 52% lower fluorescence in cells treated with GO (p= 0.0001), which was 
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partially neutralized by AMG treatment (p= 0.91) (Fig. 9B). These results suggest that 
among GSN-bound actin, a large portion of the protein is glycated by GO. Finally, 
similarly to actin, we measured the fluorescence of CFSE-GSN adduct (Fig. 9C) to assess 
whether GSN is also subjected to glycation. However, no significant changes were 
observed in GSN fluorescence intensity (p= 0.46) (Fig. 9D), suggesting that GSN glycation 















Figure 9. A. Actin-CFSE fluorescence revealed actin-CFSE adducts associated to gelsolin. 
The total actin content was determined following western immunoblotting of the 
corresponding gel. B. The fluorescence intensities of actin-CFSE were reported for each 
condition, normalized according to actin levels (n=10 (NG), 9 (GO), 7 (GO + AMG)). C. 
GSN-CFSE fluorescence reported as the total gelsolin content, determined following 
western immunoblotting of the corresponding gel D. The fluorescence intensities of GSN-
CFSE were reported for each condition, normalized according to GSN levels (n=11 (NG), 
8 (GO), 6 (GO+ AMG)). *** significantly different with p ≤ 0.001 and non-significantly 





In this study we showed, based on a new assay using CFDA-SE, that two proteins involved 
in the cell contractile machinery, namely actin and ROCK, undergo glycation following 
cell treatment with the amine-reactive glucose-derived oxoaldehyde GO and that CFDA-SE 
based assay offers an interesting alternative to perform a comparative analysis of the extent 
of intracellular proteins glycation. Indeed, we report that cell exposition to GO induces a 
decrease in fluorescence intensity generated by the CFSE-protein adducts as compared to 
NG condition in both, cell microscopy imaging and in proteins resolved by SDS-PAGE. 
 
Validation of the CFDA-SE assay 
The presence of fluorescent CFSE within cells depends essentially on the cleavage of di-
acetates functional groups of CFDA-SE by intracellular esterases. Considering that 
glycation leads to an increase in hemoglobin and myoglobin esterase activity [33], and that 
GO can induce glycation of intracellular esterases, we investigated whether GO exposition 
can lead to a modulation in esterases activities in our cell model. Our results showed that 
cellular esterases activities are equivalent in cells exposed to NG or GO conditions (Fig. 2), 
which strongly suggests that the rate of production of the fluorescent CFSE derivate from 
CFDA-SE is also equivalent for both conditions. The quantitative analysis of 
epifluorescence micrographs confirmed that intracellular glycation mediated by GO, is 
negatively correlated with CFSE labeling intensity. As shown in Fig. 3, GO-treated cells 
show decrease in CFSE fluorescence intensity, which is 25% lower. It is worth mentioning 
that this decrease in fluorescence was not due to GO-induced cytotoxicity, since GO 
exposition did not affect the cell viability, as verified with a tryptan blue assay (data no 
shown). Moreover, pretreated the cells with AMG, an agent that neutralizes the carbonyl 
group of GO, prevented this decrease in fluorescence, confirming that chemical 
modifications of cell proteins occurred as a consequence of GO exposure (Fig. 3C). In 
order to verify that AMG supplemented culture medium itself does not alter the CFSE 
signal, since AMG could potentially scavenge the carbonyl groups of CFSE, we also 
measured the fluorescent signal in cells exposed to AMG. In these experiments, the 
fluorescence level of CFSE labeling was similar to those measured in NG condition, 
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suggesting that AMG does not interfere significantly with the reaction of CFSE with 
primary amine groups of intracellular proteins (Fig. 3D). The contribution of unreacted 
CFSE in the fluorescence signal is assumed to be negligible at CFDA-SE concentration of 
0.3 µM. Indeed, the diffusion of unreacted CFSE outside the cell is quite efficient 
[30,39,40] making any residual CFSE in the media possible by replacing the media before 
the fluorescence measurements. Similarly, for the AMG experiments, if a CFSE-AMG 
complex was produced, it would have been free to diffuse across the cell membrane like 
the unbound CFSE, and thus unlikely to accumulate in the cytosol and contribute to the 
fluorescence observed. CFSE reacts with primary amine groups present in cytosolic and 
cellular membrane located proteins, in the cystokeletal structure, as well as in the various 
cell membranes phospholipids [39]. In this study, we showed that CFSE is heterogeneously 
present in organized clusters and bundled structures within the cytoplasm (Fig. 6), 
reflecting the heterogeneity in the distribution of cytoplasmic proteins and the labeling of 
specific intracellular structures. Here, we suspect that cytoskeletal proteins containing 
multiple lysine-rich sequences, such as actin, moesin, radixin, ezrin, and clathrin heavy 
chain [41], might have been subjected to CFSE labeling.  
 
SDS-PAGE experiments also revealed that several proteins contained within the whole-cell 
extract were marked by CFSE (Fig. 4). Accordingly, we evaluated the glycation of specific 
cellular proteins by comparing the analysis of fluorescence signal in the glycating condition 
with the normal condition. We found that GO decreases CFSE-protein labeling correlated 
with a decrease in fluorescence, as reflected in cell micrographs, but also for specific 
CFSE-protein adducts visualized in SDS-PAGE. This assay is therefore appropriate for the 
evaluation of cellular protein glycation, with the assumption that a decrease in the CFSE 
fluorescent signal correlates with the extent of primary amines modified by glycation. It is 
worth mentioning that the use of the CFDA-SE probe-based assay would be suitable to 
evaluate the extent of amines modifications by other amine-reactive endogenous 





However, one must be careful with the interpretation of the observed comparative 
difference in CFSE-protein adduct fluorescence between NG and GO conditions, ranging 
in this study from 20 to 50% in this study. Indeed, it is possible that the presence of AGE 
on a specific site of a protein may alter the accessibility of CFSE to neighboring 
unmodified amine groups through steric hindrance or structural changes in protein.  As a 
results it could increase or decrease primary amine group accessibility trough changes in 
protein folding [42], therefore affecting the CFSE signal either positively of negatively in 
glycating conditions. Nevertheless, this assay represents a rapid but semi-quantitative 
method for protein glycation studies. Considering that glycation of proteins block the 
reaction between CFDA-SE and proteins, one should be careful when interpreting the 
outcome of proliferation assays using CFDA-SE in high glucose concentration where 
extensive glycation of intracellular proteins occur.  
 
Glycation of proteins involved in the contractile machinery 
In order to address the impact of intracellular proteins glycation on the cell contractile 
function, we used the CFDA-SE assay to study the extent of glycation on three different 
proteins implied in the cell contractile machinery: ROCK, actin, and GSN. 
 
Several cytosolic proteins have been reported to have their enzymatic activity modulated 
depending on the localization and the extent of glycation [7,8,34,43]. Indeed, glycation-
induced structural modification or steric hindrance can impair protein catalytic properties 
[33,44]. We first examined the glycation propensity of the protein ROCK and we found 
that glycation of ROCK occurs on cells exposed to GO (Fig. 5). One can hypothesize that it 
could increase the activity of its kinase domain. It is known that post-translational 
modifications of ROCK such as phosphorylation charging negatively specific tyrosine 
residue modulate its activity [45,46]. Therefore, GO-induced CML-protein adducts, which 
are also negatively charged, may act similarly by modifying the surrounding lysines and 
arginines residues. This mechanism could explain the enhanced ROCK activity reported 
earlier in response to AngII in presence of GO [47] and perhaps the increase in ROCK 
activity observed many times in diabetic conditions and on several cell types exposed to 
different glycating agents [12,47,48]. However, further experiments are required in order to 
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assess at which position ROCK is glycated by GO and the impact of this glycation on its 
kinase activity. 
 
We also demonstrate that actin, a pivotal cytoskeletal protein involved in the cell 
contractile machinery is also glycated by GO in our cell model (Fig. 7). In GO condition, 
we observe a 21% decrease in the fluorescent signal of CFSE when compared to the NG 
condition and this effect was partly prevented by AMG (Fig. 7B), confirming that glycation 
is the main contribution to this decrease. This finding is consistent with previous study 
which reported on actin glycation in different cell types issue from diabetic conditions, 
such as neurons [49] platelets [50] , and leukocytes [51]. Actin glycation could lead to 
major impacts on actin function considering that post-translational modifications of actin is 
known to modulate many cells functions, such as cell migration, intracellular transport, and 
transcriptional regulation [52].  
 
The glycation of actin can affect the interactions with its binding partners, particularly if 
the modification occurs in a binding cleft due to a modulation of its conformation, ionic 
charges, or due to apparition of steric hindrance. For instance, we observe an increased 
interaction between actin and GSN under GO treatment. Of note, when compared with 
actin extracted from the whole cell lysate (Fig. 7), the actin from the GSN co-
immunoprecipitate shows 30% higher levels of glycation (Fig. 9B). This result suggests 
somehow that glycation of actin can lead to an increased interaction of actin with GSN. As 
mentioned above, GSN promotes the assembly of actin monomers into filaments as well as 
the severing of filaments already formed [53]. Noteworthy, there was no glycation detected 
on GSN according to our analysis, despite its long half-life of 2 to 3 days in cells [54]. This 
apparent increased interaction between actin and GSN can be interpreted either as an 
increase in affinity or a decrease in the de-capping process, which can have important 
impacts on the polymerization state of actin.  
 
In summary, the glycation of ROCK and actin together with the modulation of its 
interaction with the actin binding protein GSN could play a prominent role in increasing 
the cell contraction and cell stiffness as reported previously in HEK293-AT1R exposed to 
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GO [47]. The glycation of these proteins is likely to impair their functions and thus, 
modulate the regulation of the cytoskeletal organization, the cell mechanical properties, 
and the cell contractile machinery. Overall the present study suggests that intracellular cell 
proteins glycation due to abnormally high glucose concentration alters vascular cell 
functions relying on cell mechanical properties such as endothelial cell permeability and 
smooth muscle cell contraction.  
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DISCUSSION 
 Les complications diabétiques sont caractérisées par une diminution du diamètre de 
la lumière vasculaire, une augmentation de la rigidité et de l'épaisseur des parois des 
vaisseaux et une modulation de la réponse à diverses substances vasoactives, ce qui peut 
entraîner notamment de l'hypertension, la formation de plaque d'athérosclérose et 
compromettre la perfusion des organes en périphérie (Stirban et al., 2014). Ces 
perturbations sont pour la plupart la conséquence de dysfonctions cellulaires qui peuvent 
être expliquées par la présence d'une concentration élevée de glucose et d'autres 
intermédiaires de glycation au niveau intracellulaire. 
 
 Mes travaux présentés dans cette thèse amènent une nouvelle perspective quant à la 
compréhension de l'impact de la glycation au niveau des protéines cellulaires sur les 
dysfonctions cellulaires présentes dans un contexte d'hyperglycémie. Sachant que la 
glycation des protéines de la matrice extracellulaire (élastine, collagène) affecte les 
propriétés mécaniques des tissus constitués de celles-ci (Yoshinaga et al., 2012), nous 
pensons que la glycation des protéines du cytosquelette peut également affecter les 
propriétés mécaniques cellulaires et les fonctions cellulaires dépendantes d'une 
réorganisation dynamique du cytosquelette.  
 
 Dans ce projet de thèse, nous nous sommes d'abord intéressés à la mesure de la 
rigidité cellulaire. En effet, une modulation de la rigidité cellulaire peut avoir d'importantes 
répercussions sur comment la cellule répond et agit aux forces externes et ainsi pourrait 
influencer différentes fonctions cellulaires dépendantes de la transduction d'un signal 
mécanique. Ces forces externes proviennent des forces de cisaillement et d'étirement 
cyclique du vaisseau dues à la nature pulsatile de la pression sanguine et du flot laminaire 
(Li et al., 2005). D'autre part, nous nous sommes également intéressés à la fonction 
contractile cellulaire en réponse à l'activation d'un récepteur de type RCPG (AT1a) avec 
l'AngII, une importante hormone régulatrice de la pression artérielle. Plusieurs études de 
contraction en bains d'organes isolés rapportent une hausse de la réponse contractile des 
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tissus issue de conditions diabétiques en réponse notamment à l'AngII, la sérotonine et 
l'adrénaline (Glomb & Monnier, 1995; Guo et al., 2005; Lorusso et al., 2003; Matsuo et al., 
2011). De plus, une augmentation de la réponse contractile dans les conditions diabétiques 
est très souvent associée à une augmentation de l'activité de ROCK, une protéine 
importante dans la génération de la force contractile au niveau cellulaire (voir Figure 5) 
(Bagi et al., 2011; Cazzola et al., 2012; Didion et al., 2005). 
 
 Sur la base de ces observations, nous avons vérifié l'impact de l'exposition des 
cellules à un agent glyquant, soit le glyoxal, sur (1) la rigidité cellulaire, sur (2) la fonction 
contractile cellulaire et sur (3) l'étendue de la glycation des protéines cellulaires impliquées 
dans ce processus, notamment la protéine ROCK. Notre étude apporte un nouvel élément 
de compréhension dans l'élucidation du mécanisme d'action des PGA impliqué dans les 
dysfonctions cellulaires associée au diabète. Dans cette section nous aborderons également 
l'implication potentielle de ces perturbations dans la physiopathologie vasculaire. 
1. Justification du modèle expérimental 
 L'étude in vitro de la contractilité cellulaire avec l'utilisation de cellules HEK293, 
un type cellulaire non-musculaire, représente un outil efficace pour étudier la fonctionnalité 
de la machinerie actomyosine. Ce choix est largement basé sur la capacité de ces cellules à 
activer un récepteur de type RCPG (AT1a) impliqué dans la régulation du tonus vasculaire 
et ainsi entraîner l'activation du moteur actomyosine et de pouvoir mesurer l'amplitude de 
la réponse contractile en temps réel par MFA, tel que démontré par Cuerrier et al. (Cuerrier 
et al., 2009). En effet, ce type cellulaire présente plusieurs avantages par rapport aux 
CMLV, où le réseau d'actine de ces cellules est hautement organisé et les forces d'adhésion 
à la matrice sont très fortes, rendant les conditions expérimentales in vitro impossibles pour 
suivre un déplacement de la membrane cellulaire en temps réel. 
 
 Cela dit, nos résultats pourraient être transposables à d'autres types cellulaires, 
puisque la modulation de l'efficacité du complexe actomyosine risque d'être autant et sinon 
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plus importante sur des types cellulaires présentant une machinerie actomyosine 
développée, telle que les CE et les CMLV.  
 
 En ce qui concerne les conditions d'exposition au GO, on considère que les 
conditions choisies, soit 1mM pendant 24hrs, peuvent générer des niveaux de glycation 
similaires à ceux qui seraient observés in vivo chez les patients diabétiques. En effet, la 
concentration de GO plasmatique peut atteindre jusqu'à 0,6 mM (Lapolla et al., 2003) et 
même davantage au niveau intracellulaire (Wautier et Schmidt, 2004). Le temps 
d’exposition au GO est un autre facteur important à considérer dans la glycation des 
protéines. Il est d'ailleurs probable que nos conditions d'exposition sous-estiment les 
niveaux de glycation réelle in vivo considérant qu'une exposition à ce même agent glycant 
sur une période de temps supérieure à 24 h serait davantage dommageable.  
 
2. Évaluation de la glycation des protéines cellulaires suivant l'exposition 
au glyoxal. 
 Nous avons choisi d'étudier le processus de glycation cellulaire en exposant les 
cellules à un important précurseur des PGA in vivo, soit le glyoxal, lequel est responsable 
de la formation de divers PGA, tels que le CML, le CMA, le dérivé hydroimidazolone et le 
GOLD (voir Tableau 1). Il existe diverses méthodes dans la littérature afin d'évaluer la 
glycation des protéines in vivo, telles que décrites en introduction (section 2.5). 
Néanmoins, la diversité des composés PGA représente un défi important dans l'analyse 
globale des modifications survenues sur l'ensemble des protéines cellulaires ou des 
protéines présentes dans le plasma sanguin, et ce encore aujourd'hui. 
 
2.1. Évaluation de la glycation cellulaire par la mesure de la présence du 
composé carboxyméthyllysine 
 Dans un premier temps, nous avons évalué la présence du complexe protéine- CML 
par immunobuvardage en utilisant un anticorps dirigé contre le composé CML. Par cet 
essai, nous avons démontré que plusieurs protéines cellulaires de différents poids 
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moléculaires sont modifiées par le GO, ceci étant représenté par des niveaux élevés de 
l’épitope CML chez les protéines présentes au niveau du lysat cellulaire (Figure 1, 
Article1). La présence de CML mesurées in vivo dans différents organes, tels que le coeur, 
le rein et l'oeil, a souvent été mise en parallèle à une dysfonction de ces organes (Ahmed et 
al., 2007; Ghanem et al., 2011; Motomiya et al., 1998). Ainsi, la modification des protéines 
cellulaires pourrait entraîner la modulation de leurs fonctions et causer une dérégulation de 
certaines fonctions cellulaires. Ceci est particulièrement vrai pour la glutamate 
déshydrogénase, la superoxide dismutase, la catalase et le PDGF, qui présentent tous une 
diminution de leur activité lorsque glyqués (Hamelin et al., 2007; Nass et al., 2010; Yan et 
Harding, 1997). De façon similaire à la modification d'une protéine issue d'une régulation 
post-traductionnelle, l'impact de la glycation dépendra de la localisation du groupement 
amine modifié et de l'impact de cette modification sur la conformation tridimensionnelle et 
sur l'interaction de la protéine avec d'autres protéines partenaires. (Jensen, 2004; Zhao et 
al., 2009). De plus, considérant que l'ajout d'un groupement CML s'apparente à l'ajout d'un 
groupement phosphate, du point de vue de la charge négative conférée au groupement 
lysine, cette modification pourrait conduire à un effet similaire à celui entraîné par la 
phosphorylation d'une même protéine. 
 
 Il est à noter que la présence de composés CML est aussi observée sur certaines 
protéines dans les conditions normales d'exposition au glucose, soit 5mM (Figure 1, article 
1), chez un sujet en santé. La toxicité de l'agent glycant pourrait ainsi dépendre d'un seuil 
limite de glycation, qui au delà d'un certain niveau de modification, provoquerait une 
modulation des fonctions de cette protéine. 
 
2.2. Évaluation de la glycation cellulaire avec la sonde CFDA-SE. 
 
 Très peu de méthodes permettent d'évaluer l'ensemble des produits de glycation 
formés sur les protéines au niveau cellulaire. Afin de remédier à ce problème, nous avons 
développé une méthode basée sur la spécificité d'une sonde fluorescente, la CFDA-SE, à se 
lier aux amines primaires. Le fondement de cette méthode s'appuie sur la diminution du 
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signal de fluorescence intracellulaire entraîné par la formation du complexe CFSE-protéine 
en fonction de la modification au préalable des amines par un agent glycant (voir article 2).  
 
 Les groupements acétates du CFDA-SE rendent la molécule hautement perméable à 
la membrane. Lorsque la sonde se retrouve dans le cytosol, l'action des estérases 
intracellulaires permet le clivage de ces groupements acétates et génère le composé 
fluorescent CFSE. Le CFSE produit est également perméable à la membrane, mais 
diffusera à l'extérieur plus lentement, laissant le temps nécessaire au succinimidyl ester de 
se coupler de façon covalente aux amines intracellulaires et ainsi de s'accumuler dans la 
cellule. Puisque cette étape est limitante, nous avons d'abord procédé à la validation de 
l'essai afin de nous assurer que l'activité des estérases ne soit pas compromise par 
l'exposition au GO. En effet, il a été auparavant rapporté que l'activité estérase de 
l'hémoglobine et de la myoglobine était modulée par leur glycation (Sen et al., 2007). Dans 
cette étude, nous avons démontré que l'activité des estérases intracellulaires des cellules 
préalablement exposées ou non au glyoxal est équivalente (Figure 2, article 2).  
 
 Nous assumons que la contribution du CFSE libre (qui n'a pas réagi) est négligeable 
dans la génération du signal mesuré en microscopie de fluorescence. En fait, celui-ci 
diffusera au travers de la membrane et l'excès sera éliminé par un rinçage des cellules avant 
la mesure. De plus, il est établi que le CFDA (carboxyfluorescein diacetate) dépourvu du 
groupement réactif SE génère le composé carboxyfluorescéine, qui lui est faiblement retenu 
dans le milieu cytosolique (Parish, 1999). Ceci confirme donc que la réaction du SE avec 
les amines cytoplasmiques est prépondérante dans la génération du signal de fluorescence 
au niveau cellulaire. 
 
 La sonde fluorescente réagit avec plusieurs protéines au niveau cellulaire et se 
distribue de façon hétérogène dans le cytosol (Figure 3, article 2). D'ailleurs, la présence 
des complexes CFSE-protéines sur une majorité de protéines cellulaires séparées par 
électrophorèse (Figure 4, article 2), nous a permis de confirmer la réaction du CFSE avec 
une vaste proportion de protéines cellulaires. On peut penser que les protéines comportant 
plusieurs résidus lysines, telles que l'actine, la moésine, la radixine, l'ezrine et la clathrine 
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(Labenski et al., 2009) peuvent être particulièrement sensibles au CFSE. Il est à noter que 
ces protéines sont associées au cytosquelette cellulaire, suggérant que le CFSE puisse 
générer un signal de fluorescence plus intense dans les structures filamentaires du 
cytosquelette. 
 
 Cette évaluation nous permet de dépister tous les types de PGA, et ce, à toutes les 
étapes de formation, soit précoce, intermédiaire ou avancée. Dès qu'un groupement amine 
forme un lien covalent avec le glyoxal ou autre agent de glycation, ce dernier n'est plus en 
mesure de réagir avec le CFSE et la sonde est libre de diffuser à l'extérieur de la cellule, 
entraînant une diminution du signal de fluorescence au niveau intracellulaire. L'analyse en 
microscopie d'épifluorescence de l'intensité du signal de fluorescence correspondant au 
CFSE sur des cellules vivantes nous montre la présence de glycation sur l'ensemble des 
protéines cellulaires (Figure 3, article 2). Ce résultat se traduit par une diminution du 
signal de fluorescence de 25 % lorsque les cellules ont été exposées au GO par rapport aux 
conditions de glucose normal. Comme l'aminoguanidine, un inhibiteur de glycation, 
empêche cette diminution de l'intensité du signal de fluorescence dans les conditions 
d'exposition au GO, nous confirmons que la diminution du signal de fluorescence est 
causée par la réaction du glyoxal avec les amines des protéines. Ce résultat est en accord 
avec l'étendue de la formation du complexe CML sur l'ensemble des protéines séparées, tel 
qu’observé par électrophorèse.  
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3. Modulation de la réponse contractile cellulaire induite par l'activation 
du récepteur à l'AngII suivant l'exposition au glyoxal. 
 
 Suivant l'exposition au GO, plusieurs protéines cellulaires sont glyquées dans notre 
modèle cellulaire, et ceci inclut potentiellement des protéines du cytosquelette. De ce fait, 
nous avons voulu vérifier si l'exposition au GO influence une fonction cellulaire mécanique 
importante dans l'homéostasie vasculaire, soit la contractilité cellulaire. La majorité des 
études de contraction cellulaires rapportées dans la littérature sont généralement effectuées 
in vitro par la mesure de l'extension d'une matrice de collagène sur laquelle les cellules en 
culture adhérent. Nous avons plutôt choisi dans notre étude de mesurer la contraction 
cellulaire par MFA, en enregistrant la contraction du corps cellulaire en réponse à 
l'activation du récepteur à l'AngII, AT1a, tel que rapporté par Cuerrier et al. (Cuerrier et al., 
2009). Cette méthode offre beaucoup d'avantages, car elle permet de suivre en temps réel et 
avec une grande précision le déplacement du corps cellulaire engendré par une 
réorganisation du cytosquelette.  
 
 Nous avons en effet observé que l'exposition des cellules au GO a un impact 
important sur la réponse contractile cellulaire en réponse à l'AngII. Cette réponse se trouve 
amplifiée environ 2,5 fois par rapport aux conditions sans agent de glycation (Figure 5, 
article 1), tandis que l'ajout d'AMG empêche cette augmentation, confirmant que le GO est 
à l'origine de cet effet. Afin d'expliquer ce phénomène, nous avons voulu évaluer, dans ces 
mêmes conditions, les niveaux de certains indicateurs/biomarqueurs de la contraction par la 
mesure du calcium intracellulaire et aussi par l’évaluation des niveaux de phosphorylation 
de la CLM, suivant l'injection d'AngII dans le milieu extracellulaire (Figure 5). 
 
 En effet, une potentiation de la réponse calcique intracellulaire induite suite à 
l'activation de la voie Gq pourrait expliquer l’augmentation de la force contractile cellulaire 
par une sur-activation de la KCLM (Figure 5). Cependant, nous avons observé une 
diminution de la relâche et de l'entrée calcique suite à la stimulation à l'AngII dans des 
conditions où les cellules sont exposées au GO (Figure 7, article 1). Le calcium ne 
contribuerait donc pas à l'augmentation de la réponse contractile cellulaire générée par 
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l'activation du récepteur AT1a dans notre étude. Il est à noter qu'une diminution de la 
relâche calcique a été aussi rapportée de façon similaire sur des CMLV extraites de rats 
diabétiques en réponse à l'AngII (Sharma et al., 2003) ou la vasopressine (Searls et al., 
2010). Cet effet est aussi observé sur des cellules mésangiales glomérulaires extraites de 
rats diabétiques ou en culture et exposées à des concentrations de glucose élevées en 
réponse à l'AngII et à l'endothéline (Curtis et al., 2003; Hadad et al., 1997; Nutt et O'Neil, 
2000). Il est à noter que la néphropathie diabétique est associée à une hyperfiltration 
glomérulaire qui pourrait être associée une altération de la réponse du glomérule aux agents 
vasoactifs (Palatini, 2012). 
 
 Dans un deuxième temps, nous avons évalué les niveaux de phosphorylation de la 
CLM en fonction du temps suivant la stimulation à l'AngII, puisque ce marqueur corrèle 
avec l'activité contractile de la myosine (Figure 12). D'une part, nous avons observé un 
profil de phosphorylation de la CLM transitoire en fonction du temps avec un maximum 
atteint après 1 min suivant la stimulation à l'AngII (Figure 6, article 1). L'évolution dans le 
temps du profil contractile par le suivi de la phosphorylation de la CLM est similaire à celui 
obtenu en microscopie à force atomique (Figure 5, article 1), permettant d'observer la 
corrélation entre l'augmentation des niveaux de p-CLM et la réponse contractile cellulaire. 
D'autre part, nous avons observé que le GO entraîne une augmentation des niveaux de 
phosphorylation de la CLM (Figure 6, t=4 min, article 1), suggérant une augmentation de 
la réponse contractile qui corrèle avec l'effet du GO sur la contraction mécanique cellulaire 
mesurée en MFA (Figure 5, article 1). L'augmentation de la réponse contractile cellulaire 
dans les conditions d'exposition au GO, suivant la stimulation à l'AngII pourrait donc être 
causée par une régulation positive de la phosphorylation de la CLM.  
 
 Puisque ROCK a souvent été impliquée dans la réponse contractile des vaisseaux 
dans des modèles expérimentaux de diabète (Bagi et al., 2011; Cazzola et al., 2012; Didion 
et al., 2005), nous avons vérifié l'implication de cette protéine dans la potentiation de la 
réponse contractile suite à l'exposition au GO. De façon intéressante, l'inhibition de ROCK 
avec le composé Y-27632 cause une diminution marquée de la réponse contractile dans les 
conditions d'exposition au GO comparativement aux conditions avec GO seul (Figure 8A, 
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article 1). Ce résultat suggère que les conditions de glycation pourraient entraîner une 
augmentation de l'activité contractile dépendante de la protéine ROCK. Il est à noter que 
l'activation de ROCK va de pair avec une augmentation des niveaux de phosphorylation de 
la CLM, puisque celle-ci phosphoryle directement la CLM et inhibe la phosphatase PCLM, 
empêchant la phospho-CLM d'être dé-phosphorylée. 
 
 L'activation de ROCK est également impliquée dans la formation de fibres de stress 
via l'activation de la kinase LIM-K qui elle inactive la cofiline et entraîne l'inhibition du 
processus de dépolymérisation des filaments d'actine (Amano et al., 2001). L'activation de 
ROCK est aussi responsable de l'ancrage du cytosquelette d'actine à la membrane 
plasmique via la phosphorylation des protéines ERM (Ivetic et Ridley, 2004) et entraîne 
l'association de l'actine avec l'adducine, de façon à réguler l'activité de polymérisation de 
l'actine (Li et al., 1998). 
 
 La contraction cellulaire associée à l’activation du récepteur à l'AngII, dépend de la 
force motrice générée par le complexe actomyosine, mais dépend aussi d'un processus 
dynamique de dépolymérisation-repolymérisation de l'actine (Spiering et Hodgson, 2011). 
L'étude de Cuerrier et al. (Cuerrier et al., 2009) montre d'ailleurs très bien la réorganisation 
des filaments d'actine de la partie basale vers la région apicale en réponse à la stimulation à 
l'AngII dans ce même modèle cellulaire. Sachant qu'une augmentation de l'activité de 
ROCK suggère une diminution du processus de dépolymérisation et une accumulation des 
filaments d'actine, nous avons donc vérifié l'impact du GO sur l'organisation et l'étendue 
des filaments d'actine, suivant la stimulation des cellules à l'AngII (Figure 9, article 1). 
Cependant, aucun changement dans la densité des filaments d'actine présents n’a été 
observé, ceci avant la stimulation (0 min) et après la stimulation à l’AngII (8 min). De plus, 
la réorganisation transitoire suivant la stimulation à l'AngII dans les conditions d'exposition 
au GO semble plutôt limitée par rapport aux conditions normales, ne permettant pas de 
conclure sur une implication potentielle de ROCK dans cette réorganisation anormale des 
filaments (Figure 9, article 1). L'activation de ROCK, suite à une exposition au GO, ne 
mènerait donc pas à une augmentation notable de la densité des fibres d'actine, associée à 
une augmentation de la dynamique de polymérisation. En résumé, le GO entraîne une 
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augmentation de la réponse contractile cellulaire en réponse à l'AngII, et ceci de façon 
dépendante à l'activation de ROCK, qui se manifeste par une augmentation des niveaux de 
phosphorylation de la CLM. 
 
 Nous avons également constaté que l'exposition au GO modifie la cinétique de 
contraction, puisqu'il entraîne une réponse contractile plus soutenue dans le temps (Figure 
5, article 1). Quoique notre étude ne s'attarde pas spécifiquement à ce phénomène, il est 
probable que la modulation de la cinétique de liaison du calcium avec ses protéines 
effectrices puissent contribuer à moduler la cinétique de la contraction. En effet, une 
explication plausible serait que la diminution de la dissociation du Ca2+ avec la calmoduline 
causerait une activation soutenue de la MLCK et contribuerait à prolonger la réponse 
contractile. Il serait intéressant de vérifier l'impact du GO sur la glycation de la calmoduline 
et sur son activation, puisque des modification de la protéine pourrait modifier sa charge 
et/ou sa conformation de façon à favoriser son interaction avec le calcium. Considérant que 
la modification d'une lysine par l'ajout d'un composé CML confère une charge négative à la 
protéine au détriment d'une charge positive, ceci pourrait stabiliser l'ion calcium et favoriser 
l'interaction ion-protéine. Cette hypothèse pourrait d'ailleurs s'appliquer à l'augmentation de 
l'interaction observée entre la gelsoline et l'actine (Figure 8, article 2). Malgré l'absence de 
glycation sur la gelsoline, rapportée par notre essai (Figures 9C, 9D, article 2), il est tout 
de même possible qu'elle soit faiblement glyquée et que cette modification favorise son 
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4. Évaluation de la glycation de trois protéines impliquées dans la 
machinerie contractile. 
 
 Sachant que plusieurs protéines cellulaires sont glyquées et que la fonction 
contractile cellulaire est compromise dans les conditions d'exposition au glyoxal, nous 
avons évalué si des protéines cellulaires impliquées dans la réorganisation du cytosquelette 
et de la machinerie contractile cellulaire sont glyquées. Plus particulièrement, on s'est 
intéressé à ROCK, compte tenu de son implication dans l'amplification de la réponse 
contractile mesurée en MFA, de même qu'à l'actine, une composante structurale importante 
du cytosquelette cellulaire et à la gelsoline, une protéine régulatrice du processus de 
dépolymérisation des filaments d'actine. 
 
 Nous avons évalué la glycation de ces protéines par l'essai avec la sonde CFDA-SE. 
Considérant la réactivité spécifique du CFDA-SE avec les amines primaires cellulaires, cet 
essai permet d'évaluer la glycation basée sur la diminution de l'intensité du signal de 
fluorescence par rapport aux conditions sans agent de glycation, tel que démontré en 
microscopie de fluorescence (Figures 3, article 2). Dans ce cas-ci, l'évaluation de la 
glycation d'une protéine spécifique requiert la comparaison de l'intensité de fluorescence de 
la bande correspondante à la protéine d'intérêt séparée en électrophorèse et liée de façon 
covalente au CFSE (Figure 4, article 2), entre les conditions d'exposition avec et sans GO. 
 
4.1. Évaluation de la glycation de ROCK et son implication dans la machinerie 
contractile cellulaire 
 Nous avons déterminé que la glycation de ROCK suivant l'exposition au glyoxal est 
présente dans notre modèle cellulaire (Figure 5, article 2). En effet, une diminution du 
signal de fluorescence de 25% associé au complexe ROCK-CFSE est notable en présence 
de glyoxal. Nous proposons que cette glycation de ROCK pourrait entraîner une 
modulation de son activité et ainsi pourrait contribuer à moduler la réponse contractile 
cellulaire. ROCK se présente constitutivement sous une forme auto-inhibitrice par le 
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repliement du domaine kinase en N-terminal sur le domaine C-terminal (Wirth, 2010). Son 
activation est notamment régulée par son interaction avec la protéine Rho-GTP (guanosine 
triphosphate) en C-terminal qui induit un changement conformationel permettant au 
domaine kinase de phosphoryler différentes protéines (Figure 17).  
 
 De récentes études ont démontré que des modifications post-traductionnelles de 
ROCK sont responsables de moduler son activité. Par exemple, l'étude de Lee et al. (Lee et 
al., 2010) montre que la phosphorylation d'une tyrosine en position 722 inactive la protéine, 
malgré son interaction avec Rho-GTP, tandis que la phosphorylation d'un résidu tyrosine du 
domaine kinase en position 256 entraîne plutôt l'activation de ROCK (Akhtar et al., 2013) 
(Figure 16). De la même façon, on peut imaginer que la glycation de résidus lysines ou 
arginines du domaine kinase, à proximité de la tyrosine 256, puisse également moduler 
positivement l'activité enzymatique de ROCK, sachant notamment que plusieurs de ces 
résidus sont à proximité de Y256 (Figure 18). 
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Figure 17: Mécanismes d'activation de la protéine ROCK. 
Dans la forme inactive de ROCK, les domaines PH (pleckstrin homology) et RBD (Rho-binding domain) interagissent avec le N-
terminal de façon à inhiber son activité enzymatique. Par la liaison de RhoA-GTP au domaine RBD, la conformation s'ouvre et permet 
l'activation de la kinase. L'activité de ROCK est également régulée par la phosphorylation des résidus Y-722 et Y-256, qui cause 
l'inactivation de la forme liée au complexe RhoA-GTP et l'activation de la forme constitutivement inactive, respectivement. Adapté de 
Wirth et al., 2010 (Wirth, 2010). 




Figure 18: Représentation tridimensionnelle du domaine kinase de ROCK II. 
On remarque que plusieurs amines des groupements lysines et arginines (en rouge) sont 
accessibles à la glycation. On remarque également la présence du résidu Tyr256 (en bleu) 
qui lorsque phosphorylé provoque l'activation de la protéine (Akhtar et al., 2013). Celui-ci 
est à proximité notamment du résidu Lys521 (en mauve) (Yamaguchi et al., 2006). 
	  
	  
 Plusieurs études rapportent une réponse contractile amplifiée dépendante de 
l'activation de ROCK, sur différents tissus et dans différents contextes reliés au diabète. 
Cependant, aucune de ces études ne propose un mécanisme commun pour expliquer cette 
activation (Cazzola et al., 2012; Guo et al., 2005; Nobe, 2006). Malgré que d'autres 
expériences doivent être réalisées afin de confirmer l'impact de la glycation de ROCK sur 
son activité, notre étude suggère que la glycation de ROCK pourrait entraîner une 
augmentation de son activité enzymatique. 
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4.2. Évaluation de la glycation de l'actine et son implication dans la machinerie 
contractile cellulaire 
 L'actine est une protéine du cytosquelette très abondante qui agit à titre de 
composante structurale de la machinerie contractile cellulaire. Due à sa longue demi-vie, 
celle-ci est davantage propice à subir la glycation causée par les agents glycants présents 
dans la cellule. En effet, notre étude a démontré une diminution de fluorescence de 21 % de 
la bande correspondant à l'actine dans les conditions d'exposition au GO confirmant que 
celle-ci est glyquée (Figure 7, Article 2). Ce résultat est consistant avec d'autres études qui 
rapportent également la glycation de l'actine dans différents types cellulaires extraits de 
conditions diabétiques, tels que les neurones, les plaquettes et les leucocytes (Pekiner et al., 
2006; Sampietro et al., 1986; Sulochana et al., 2001). 
 
 La glycation de l'actine peut mener à une altération de ses fonctions et de son 
interaction avec diverses protéines partenaires et ainsi influencer l'architecture globale de la 
cellule et la contractilité cellulaire. En effet, l'état de polymérisation et de dépolymérisation 
de l'actine est important dans la régulation de l'activité contractile cellulaire et une 
modulation de cet équilibre peut affecter cette fonction. 
 
 La glycation des protéines du cytosquelette suivant l'exposition au GO peut 
compromettre la réorganisation des filaments d'actine. Le marquage des filaments d'actine 
en fonction du temps en microscopie de fluorescence suivant la stimulation à l'AngII nous a 
permis d'observer sa réorganisation dans ce contexte d'exposition (Figure 9, article 1). 
Nous observons dans les conditions normales une augmentation notable de la densité des 
fibres d'actine tout juste après la stimulation à l'AngII, ce qui n'est pas le cas lorsque les 
cellules sont exposées au glyoxal (Figure 9, article 1). Cette augmentation transitoire de la 
densité des filaments d'actine pourrait être due à une augmentation de la polymérisation de 
la G-actine ou une diminution de la dépolymérisation de la F-actine. Ce résultat suggère 
que la glycation des protéines cellulaires, notamment de l'actine, entraîne une limitation du 
processus de dépolymérisation et/ou de repolymérisation de l'actine en réponse à l'AngII.  
 
	   149	  
4.3. Évaluation de la glycation de la gelsoline et de son interaction avec l'actine. 
 La gelsoline est une protéine impliquée dans le clivage des filaments d'actine ainsi 
que dans la stabilisation des terminaisons par le coiffement de l'extrémité croissante du 
filament. La gelsoline se lie également aux monomères de G-actine, de façon à initier le 
processus de nucléation, permettant la formation de nouveaux filaments d'actine (McGough 
et al., 1998). L'activité de la gelsoline requiert la liaison du calcium à son domaine C-
terminal pour permettre son ouverture rendant ainsi les sites de fixation à l'actine du 
domaine N-terminal accessibles (Selden et al., 1998).  
 
 En utilisant la méthode CFDA-SE, nous n'avons pas observé de changement dans 
les niveaux de glycation de la gelsoline cytosolique, suivant l'exposition au GO (Figure 
9C, article 2), Par contre, nous avons remarqué une augmentation de l'association du 
complexe actine-gelsoline (Figure 8, article 2). Par surcroît, l'actine issue de ce complexe 
montre un taux de glycation supérieur, marqué d'une diminution du signal de fluorescence 
de 50 % (Figure 9B, article 2). Ce résultat suggère que l'augmentation du complexe actine-
gelsoline est directement liée à la glycation de l'actine. Ce résultat peut être à la fois la 
conséquence d'une augmentation de l'affinité entre ces deux protéines ou une diminution du 
processus de décoiffement des filaments. Dans le cas où l'on assisterait à une augmentation 
de l'association de ces deux protéines, on pourrait s'attendre à une réorganisation de l'actine, 
marquée d'une diminution de la longueur des filaments d'actine et une augmentation de la 
formation de nouveaux filaments. De plus, cette association reflète la présence de plusieurs 
sites de nucléation prêts à être re-polymérisés suite au décoiffement de la gelsoline et ainsi 
augmenter la polymérisation de l'actine (Radwanska et al., 2012). Ceci suggère que 
l'activité de la gelsoline pourrait être associée à l'activité de la machinerie actomyosine par 
la régulation de l'état de polymérisation de l'actine. Il est d'ailleurs rapporté qu'une 
surexpression de la GSN est associée à une augmentation de la migration cellulaire, un 
processus également dépendant de la machinerie actomyosine (Radwanska et al., 2012).  
 
 Il est à noter que l'évaluation de la glycation des protéines cellulaires avec la sonde 
fluorescente CFDA-SE permet une mesure comparative basée sur la diminution de 
l'intensité du signal de fluorescence qui corrèle avec l'étendue des modifications des 
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groupements amines. On se doit d'être tout de même prudent dans l'interprétation des 
résultats considérant que la différence de fluorescence atteignant de 20 à 50 % entre les 
conditions avec et sans GO sur les protéines étudiées ne peut être uniquement associée à 
une proportion de modifications du même ordre. En effet, lorsque la réaction de Maillard se 
produit sur un site spécifique, ceci pourrait limiter l'accès du CFSE aux groupements 
amines non-glyqués adjacents par encombrement stérique ou suivant un changement 
conformationnel de la protéine, et ainsi moduler l'intensité de fluorescence. Un tel 
phénomène pourrait mener à une surestimation du nombre de fonctions amine modifiées 
par la glycation. Cet essai présente donc une méthode semi-quantitative pour l'étude de la 
glycation des protéines.  
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5. Évaluation des propriétés mécaniques cellulaires 
 Il a été démontré à plusieurs reprises que la glycation des protéines extracellulaires 
influence leurs propriétés mécaniques et que ces modulations sont souvent associées à la 
pathophysiologie des complications diabétiques. En effet, la glycation du collagène et de 
l'élastine peut augmenter la rigidité et diminuer l'élasticité des tissus qu'elles composent 
(Yoshinaga et al., 2012). De la même façon, nous pensons que la glycation des protéines 
cellulaires, notamment de l'actine, une protéine du cytosquelette, peut moduler les 
propriétés mécaniques de la cellule. 
 
 En effet, une modulation de la rigidité cellulaire peut être impliquée dans la 
perturbation des fonctions mécaniques cellulaires, telle que la contraction cellulaire, mais 
aussi peut jouer un rôle important dans plusieurs autres fonctions biologiques essentielles, 
incluant la migration, la différenciation cellulaire et même l'expression de gènes (Du et al., 
2012; Milani et al., 2014; Provenzano et Keely, 2011; Tojkander et al., 2012). De plus, les 
cellules perçoivent et répondent activement aux forces d'adhésion et à la déformation 
induite par les cellules adjacentes et par la matrice extracellulaire. Ceci est d'ailleurs 
largement rapporté au niveau des cellules souches. La transduction mécanique de leur 
environnement est cruciale dans l'organisation du cytosquelette et l’établissement d’un 
phénotype précis (Engler et al., 2006). Le comportement mécanique cellulaire est donc 
déterminant dans l'homéostasie cellulaire et son altération peut être associée à diverses 
conditions pathologiques.  
 
 Nos travaux montrent par l'analyse des courbes d'indentation obtenues par MFA que 
l'exposition des cellules au GO est associée à une augmentation de la rigidité cellulaire de 
28 % (Figure 3, article 1). Récemment, l'étude de Benech et al., (Benech et al., 2014) a 
démontré de la même façon une augmentation de la rigidité cellulaire de myocytes extraits 
de souris diabétiques. Les auteurs expliquent cette augmentation de la rigidité cellulaire par 
une modulation de l'organisation du cytosquelette d'actine. En effet, les filaments d'actine 
constituent le réseau le plus développé dans la cellule eucaryote et, supportent de ce fait, 
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plusieurs fonctions mécaniques (Pollard et Cooper, 2009). L'état de polymérisation des 
filaments d'actine, leur niveau de réticulation, l'organisation des filaments médiés par 
différentes protéines d'interaction avec l'actine sont tous des facteurs qui peuvent influencer 
la rigidité cellulaire. Pour cette raison, nous avons évalué la morphologie cellulaire et 
l'organisation du cytosquelette d'actine de la cellule en microscopie à contraste de phase et 
en épifluorescence, suivant le marquage de la F-actine avec la phalloïdine, respectivement. 
Cependant, aucun changement apparent n'est visible autant au niveau de la morphologie, 
qu'au niveau de l'organisation et la densité des filaments d'actine, entre les conditions 
normales et en présence de GO (Figure 2, article 1).,  
 
 Les propriétés mécaniques cellulaires vont aussi dépendre de la tension générée par 
l'association de l'actine avec la myosine, qui dépend de l'état de phosphorylation de la 
myosine. Étant donné que l'exposition des cellules au glyoxal entraîne une augmentation de 
la rigidité cellulaire, nous aurions pu nous attendre à une augmentation de la 
phosphorylation de CLM, à l'état basal. Cependant, la phosphorylation de la myosine est 
similaire dans les conditions d'exposition (Figure 4, article 1), donc ne contribue pas ici à 
l'augmentation de la rigidité cellulaire. 
 
  En résumé, nos travaux montrent que l'exposition des cellules à un agent glycant est 
associée à une augmentation de la rigidité cellulaire et que celle-ci ne dépend ni d'une 
augmentation de la phosphorylation de la CLM à l'état basal, ni d'une augmentation de la 
densité des filaments d'actine. Cependant, il est possible que l'exposition au GO modifie 
l'organisation des filaments d'actine par une modulation de l'interaction entre l'actine et ses 
différents partenaires d'interaction. En effet, tel qu'observé avec la gelsoline, la glycation de 
l'actine (Figure 7, article 2) peut affecter son interaction avec diverses protéines, affectant 
ainsi son organisation (réticulation, polymérisation, ancrage à la membrane, etc.). Basé sur 
ces résultats et en considérant que l'augmentation de la rigidité cellulaire est sensible à 
l'ajout d'un inhibiteur de glycation, soit l'aminoguanidine, on suggère que la glycation des 
protéines du cytosquelette contribue à l'augmentation de la rigidité cellulaire.  
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 Dans le cadre de cette thèse, nous avons établi que la réponse contractile, la 
phosphorylation de la CLM et l'activation de ROCK en réponse à l'AngII sont amplifiées 
dans des conditions d'exposition au GO. La formation de glycation au niveau des protéines 
cellulaires impliquées dans ce processus, telles que l'actine et ROCK, peut contribuer à 
moduler la réponse mécanique induite par l'AngII. Quoique le mécanisme exact demeure 
inconnu, nos résultats suggèrent que le potentiel contractile du complexe actomyosine peut 
être amplifié de deux façons.  
 
 La première cause est attribuée à la sur-activation de ROCK en réponse à la 
stimulation du récepteur à l'AngII qui peut également entraîner l'augmentation des niveaux 
de p-CLM. Quoique la cause de cette sur-activation ne soit pas connue, on suggère que la 
glycation de ROCK puisse y contribuer. L'évaluation de l'impact de la glycation sur 
l'activité de la protéine ROCK recombinante serait une expérience clé à réaliser afin de 
confirmer cette hypothèse. 
 
 La deuxième explication est reliée à la glycation de l'actine et à l'augmentation de la 
rigidité cellulaire, suggérant une modulation de l'organisation du cytosquelette de la cellule. 
D'une part, on considère que la formation des PGA avec les protéines du cytosquelette 
pourrait former davantage de réticulations, et ces pontages inter-filaments favoriseraient la 
propagation de la force mécanique engendrée par le moteur actomyosine (Bendix et al., 
2008). D’autre part, une augmentation de l'association actine-gelsoline reflète une 
modulation de la dynamique de réorganisation des filaments d'actine (Radwanska et al., 
2012), laquelle peut potentiellement être impliquée dans l'activité de la machinerie 
contractile cellulaire. 
 
 D'autres expérimentations seraient nécessaires afin de vérifier le mécanisme par 
lequel la glycation de l'actine entraîne l'augmentation de la rigidité cellulaire et 
l'augmentation de la réponse contractile à l'AngII. Une augmentation de l'interaction entre 
la F-actine et la myosine pourrait par exemple amplifier la force générée par la machinerie 
actomyosine. La stabilisation des filaments d'actine par différentes protéines, telles que la 
caldesmone, la calponine et la HSP-27, influence d'ailleurs la rigidité cellulaire et permet la 
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régulation de l'association des filaments d'actine avec la myosine. Les protéines HSP-27 et 
la caldesmone, lorsqu'elles sont activées par la MAPK-p38, favorisent notamment le 
remodelage de l'actine et entraîne une augmentation de l'interaction entre la myosine et la 
F-actine (Ihara et al., 2015; Goncharva et al. 2001). Considérant que certaines études 
rapportent que l'exposition des cellules au GO ou au MGO augmente l'activité de la 
MAPK-p38 (Akhand et al., 2001; Kuntz et al., 2010), il est possible que la phosphorylation 
de la caldesmone et de la HSP-27 soit impliquée dans l'augmentation de la rigidité 
cellulaire et dans l'amplification de la réponse contractile à l'AngII dans notre étude. Cette 
hypothèse serait à vérifier. 
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6. Implication potentielle des résultats dans la pathophysiologie 
vasculaire 
 L'augmentation de la rigidité cellulaire et de la réponse à l'AngII causées par la 
glycation des protéines cellulaires peuvent avoir des conséquences majeures sur les cellules 
responsables des aspects fonctionnels des vaisseaux. En effet, les propriétés mécaniques de 
la cellule, dépendantes des forces générées par la machinerie actomyosine et du 
cytosquelette cellulaire, régulent plusieurs fonctions et processus de signalisation 
cellulaires reliés par exemple à la sécrétion de facteurs biochimiques, l'expression de gènes 
et la morphologie cellulaire (Tojkander et al., 2012). De plus, l'habileté des cellules à sentir 
et répondre aux forces mécaniques de leur environnement, soit les forces laminaires et 
pulsatiles exercées par le flot sanguin, est importante dans la régulation de plusieurs autres 
processus. L'action des forces laminaires exercée par le flot sanguin sur les cellules 
endothéliales est par exemple importante dans la régulation des fonctions prolifératives, 
apoptotiques, migratoires et de perméabilité de l'endothélium, affectant ainsi l'homéostasie 
de tout le vaisseau (Li et al., 2005). Les autres types cellulaires (CMLV, fibroblastes, 
péricytes) sont également sensibles aux forces pulsatiles d'étirement du vaisseau et au 
remodelage de la matrice extracellulaire, entraînant diverses réponses associées à leur 
différentiation, leur migration et leur contraction (Haga et al., 2007; Li et al., 2005; 
Tojkander et al., 2012).  
 
 Une modulation des propriétés mécaniques des cellules de la vasculature pourrait 
donc entraîner une altération de diverses fonctions cellulaires dépendantes d'une part de la 
transduction mécanique des forces hémodynamiques et d'autre part d'une réorganisation du 
cytosquelette de la cellule, par exemple suivant l'activation d'un récepteur de type RCPG. 
Nous discuterons dans cette section des principaux impacts d'une modulation au niveau 
vasculaire d'une modulation de la rigidité cellulaire et de la réponse à l'AngII sur ces 
différents types cellulaires. 
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6.1. Impact au niveau vasculaire d'une modulation des propriétés mécaniques des 
CMLV. 
 Les CMLV sont soumis aux forces mécaniques induites par la variation périodique 
du diamètre des vaisseaux, produit par la pression sanguine régulée par les pulsations 
cardiaques. Ces forces régulent l'expression de gènes, la prolifération, l'apoptose, la 
migration et la différenciation des CMLV entre un phénotype contractile et un phénotype 
prolifératif (Haga et al., 2007). Considérant que la transduction des forces mécaniques 
dépend des éléments du cytosquelette de la cellule et que ceux-ci définissent la rigidité de 
la cellule, ces fonctions pourraient toutes être affectées par une augmentation de la rigidité 
des CMLV.  
 Un des principaux rôles des CMLV est la régulation de la pression artérielle (PA), 
via notamment leur stimulation avec différents composés vasoactifs. Par exemple, la voie 
noradrénaline/adrénaline, qui induit une réponse rapide, et le système rénine-angiotensine, 
qui assure la régulation à plus moyen terme. La stimulation des CMLV avec l'AngII 
engendre l'activation de diverses voies de signalisation, permettant leur contraction et ainsi 
régulant la constriction du vaisseau. Cette réponse permet de répondre aux besoins de 
l'organisme et aura un impact majeur sur la perfusion des organes. 
 La pression artérielle (PA) dépend du débit cardiaque (DC) et de la résistance 
périphérique (R), selon la relation: 
    (4)  PA = DC x R 
On considère que la modulation de la contraction cellulaire des CMLV peut influencer la 
résistance périphérique, sachant que R dépend du diamètre des vaisseaux sanguins, selon 
l'équation adaptée de Hagen-Poiseuille:  	   	   	   	   (5)  R =	  8 Ω	  L/π	  r4 
où (Ω ) et la viscosité du sang et (L) et (r) sont respectivement la longueur et le rayon du 
vaisseau. En effet, une augmentation de la contraction des CMLV est reliée à une 
diminution du diamètre des artérioles et aura un impact sur la pression sanguine et sur la 
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perfusion des organes. Ainsi, un rétrécissement de seulement une centaine de nanomètres 
du vaisseau pourrait avoir un impact important sur la résistance périphérique, considérant 
qu'elle est inversement proportionnelle au rayon à la puissance 4 (équation 4). Nous 
considérons qu'une potentiation de la contraction des CMLV de l'ordre de 200-300 nm, en 
réponse à l'AngII, telle que rapportée au chapitre 1 suivant une exposition au glyoxal, 
pourrait être suffisante pour perturber le flot sanguin.  
 En résumé, la glycation des protéines cellulaires des CMLV associée à une 
augmentation de la réponse contractile suivant la stimulation d'un agent vasoactif, risque de 
compromettre la régulation de la pression sanguine. En effet, une augmentation de la 
constriction des artères est généralement associée à de l'hypertension, laquelle entraîne 
l'hypertrophie des CMLV, une augmentation des éléments de la matrice extracellulaire 
résultant en une diminution de la compliance des vaisseaux, et ce, sur toute l'étendue du 
réseau artériel, incluant les organes cibles, soit le coeur, les reins, le cerveau (Haga et al., 
2007; Marchais et al., 1993).  
6.2. Impact au niveau vasculaire d'une modulation des propriétés mécaniques des 
cellules endothéliales.  
 Telle que présentée aux Figures 3 et 4, la lumière des vaisseaux sanguins est 
recouverte d'une couche de cellules endothéliales qui joue un rôle central dans la régulation 
de l'homéostasie vasculaire. Ces cellules ont d'abord une fonction de barrière entre les 
éléments de la lumière vasculaire et l'espace extra-vasculaire, mais aussi contrôlent la 
pression sanguine locale, tout en jouant un rôle dans les processus inflammatoires et de 
coagulation (Ali et Schumacker, 2002). Ces fonctions dépendent notamment des forces 
mécaniques générées par le flot sanguin qui agiront sur la CE via les intégrines, le 
glycocalyx, le récepteur aux facteurs de croissance (VEGF), les canaux ioniques, les 
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), des molécules d'adhésions (PECAM-1), etc 
(Ali et Schumacker, 2002; Li et al., 2005). Considérant que les mécanismes de 
mécanotransduction font la plupart intervenir les éléments du cytosquelette de la cellule, 
une augmentation de la rigidité cellulaire aura certes un impact sur la détection et la 
transmission de la signalisation cellulaire et des fonctions associées (prolifération, 
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migration, apoptose, sécrétion de facteurs pro-thrombotiques et/ou vasoactifs, etc.) (Li et 
al., 2005).  
 
 Autre fait intéressant, il est rapporté que les forces associées au flot laminaire 
entraînent l'élongation et l'alignement des CE dans la direction du flot sanguin (Dewey et 
al., 1981), de façon à former une monocouche résistante à la thrombose et l'inflammation 
vasculaire (Chiu et Chien, 2011; Hahn et Schwartz, 2009). Considérant que le remodelage 
des CE dépend notamment des éléments du cytosquelette d'actine et des microtubules (Li et 
al., 2005), il est probable qu'une augmentation de la rigidité du cytosquelette cellulaire des 
CE limite leur remodelage et influence les fonctions associées à leur morphologie. 
Certaines études ont d'ailleurs établi une corrélation entre la morphologie des cellules CE et 
la régularité du flot sanguin, contribuant à la formation d'athérosclérose (Ohashi et Sato, 
2005). D'autre part, des conditions pathologiques associées à une anomalie de la réponse 
mécanique des CE affecte la sécrétion d'agents vasodilatateurs (prostacycline, NO) et 
d'agents vasoconstrictifs (endothéline), en plus d'augmenter l'expression de molécules 
d'adhésion, de facteurs de croissance et de cytokines (Ali et Schumacker, 2002). 
 
 Dans un autre ordre d'idée, une augmentation de l'activité de la machinerie 
contractile des CE dans des conditions d'hyperglycémie suivant l'activation du récepteur à 
l'histamine (de type RCPG) ou le récepteur à la thrombine (d'une sous-famille des 
récepteurs RCPG), pourrait avoir des conséquences sur la fonction de barrière de 
l'endothélium. En effet, la perméabilité de la barrière endothéliale dépend des jonctions 
intercellulaires et de l'état contractile cellulaire (Shen Q. et al., 2010). Une augmentation de 
la réponse contractile de ces cellules peut entraîner une augmentation de la perméabilité 
cellulaire, considérant qu'une augmentation significative de la perméabilité peut être causée 
par une contraction aussi petite que de quelques nanomètres. L'espace intercellulaire est 
normalement suffisant pour laisser passer des petites molécules, telles l'eau, le glucose et 
les sels (6-10 nm). Dans le cas où l'ouverture est plus grande, on pourra voir de plus grosses 
molécules pénétrer l'endothélium (cholestérol, LDL) et créer un environnement propice à la 
formation d'athérosclérose qui dans un stade avancé peut bloquer le vaisseau sanguin.  	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6.3. Impact au niveau vasculaire d'une modulation des propriétés mécaniques des 
fibroblastes. 
 Les fibroblastes sont principalement impliqués dans la régulation de la matrice 
extracellulaire, de la pression et du volume de liquide interstitiel ainsi que dans le processus 
de cicatrisation des plaies. Notamment, ceux-ci régulent la synthèse de protéines de la 
matrice et de métalloprotéinases, ils régulent la pression osmotique des tissus et assurent la 
réparation des plaies via la génération de forces contractiles intracellulaires (McAnulty, 
2007). Les forces contractiles intracellulaires dépendent au préalable de la différentiation 
des fibroblastes vers le phénotype contractile, soit le myofibroblaste. Considérant 
l'implication de la machinerie contractile cellulaire, un changement de la rigidité des 
fibroblastes pourrait affecter le processus de cicatrisation. 
 
6.4. Impact au niveau vasculaire d'une modulation des propriétés mécaniques des 
péricytes. 
 De façon similaire au CMLV des artères de plus gros calibres, les péricytes 
produisent la vasoconstriction et la vasodilatation du réseau de capillaires et régulent ainsi 
le diamètre vasculaire et le flot sanguin capillaire (Rucker et al., 2000). Ce type de cellule 
est davantage présent au niveau des tissus neuronaux, tels que le cerveau et la rétine. Les 
péricytes sont d'ailleurs impliqués dans la formation de la barrière hémato-encéphalique 
(BHE) (Bergers et Song, 2005). Une augmentation de la rigidité ou de la réponse à l'AngII 
des péricytes pourrait affecter leur fonction. Par exemple, une augmentation de leur 
contraction pourrait compromettre la perméabilité de la BHE ou encore la perfusion de la 
rétine ou autres tissus. Les péricytes ont d'ailleurs un rôle à jouer dans la détérioration des 
vaisseaux chez les sujets atteints de rétinopathies diabétique (Beltramo et Porta, 2013). De 
plus, il existe plusieurs pathologies associées à la dysfonction des péricytes cérébraux, 
telles que le parkinson et l'alzheimer, qui sont aussi associés à des complications du diabète 
(Carmeliet et De Strooper, 2012). 
 
 Finalement, la transposition des résultats de cette étude aux fonctions des cellules 
vasculaires nous permet de cibler de nouveaux mécanismes potentiellement impliqués dans 
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les causes de l'hyperglycémie sur l'homéostasie vasculaire chez le patient diabétique, dans 
le but, ultimement de développer de nouvelles approches pour le traitement et la prévention 
des complications vasculaires. 
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CONCLUSIONS 
 Nous avons mis en évidence dans cette thèse que l'exposition des cellules à un agent 
glycant tel que le glyoxal perturbe les propriétés mécaniques ainsi que la capacité 
contractile cellulaire. Ces dysfonctions cellulaires représentent un nouveau mécanisme à 
considérer dans l'implication de la glycation cellulaire dans la pathophysiologie des 
complications diabétiques vasculaires. En effet, les propriétés mécaniques cellulaires jouent 
un rôle important dans plusieurs fonctions biologiques essentielles incluant la contraction, 
mais aussi la migration, la division et la différenciation cellulaire. L'altération de ces 
fonctions peut être précurseur dans le développement des complications diabétiques, 
marquées notamment par la modulation de la perméabilité de l'endothélium, par de 
l'hypertension et par le ralentissement du processus de cicatrisation. 
 
 Nous avons établi que la réponse contractile cellulaire générée par la machinerie 
actomyosine est amplifiée dans les conditions de glycation cellulaire en réponse à l'AngII. 
Quoique le mécanisme reste encore inconnu, cette étude met l'emphase sur deux causes 
potentiellement responsables de cette réponse amplifiée: (i) l'organisation du cytosquelette 
d'actine et (ii) l'activation de la kinase ROCK.  
 
 Tout d'abord, nous pensons que la modulation de l'interaction de l'actine avec ses 
partenaires d'interaction entraîne une modulation de l'organisation de la F-actine. 
Considérant que les filaments d'actine servent de charpente à la machinerie actomyosine, la 
régulation de son organisation est essentielle à la contraction cellulaire. De plus, il est 
possible que la présence de la forme réticulée des PGA soient formée sur l'actine, suivant 
l'exposition au GO. Le réseau d'actine présentant ainsi plusieurs interconnexions serait en 
mesure de générer la propagation de la force mécanique sur l'ensemble du réseau 
provoquant ainsi une contraction de plus grande magnitude (Bendix et al., 2008). Quoique 
nous n’ayons pas été en mesure d'observer directement la réticulation des protéines du 
cytosquelette, cette étude suggère que la réticulation de l'actine est probable puisqu'on 
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remarque la présence de glycation de l'actine ainsi que la ré-organisation restreinte des 
filaments d'actine suite à l'activation du complexe actomyosine.  
 
 Dans un deuxième temps, nous avons établi que l'augmentation de l'activité 
contractile cellulaire suite à la stimulation à l'AngII serait aussi associée à une 
augmentation de la phosphorylation de la CLM dans les conditions d'exposition au glyoxal. 
Cette augmentation de la phosphorylation de CLM pourrait être le résultat d'une 
augmentation de l'activité de ROCK, puisque cette protéine contribue à l'augmentation de 
la contraction cellulaire. Considérant que nous avons également démontré que ROCK est 
glyquée dans ces conditions, on suggère que son activité pourrait être influencée par cette 
modification post-traductionnelle.  
 
 Dans un ordre méthodologique, nous avons établi une nouvelle approche simple et 
efficace afin de mesurer l'étendue de la glycation cellulaire par l'utilisation d'une sonde 
fluorescente. Cette méthode nous permet d'évaluer l'ensemble des composés PGA, et ce, à 
toutes les étapes de formation. 
 
 Finalement, l'étude présentée dans cette thèse apporte un nouvel élément dans 
l'élucidation des mécanismes potentiellement impliqués dans l'apparition des complications 
vasculaires diabétiques. Nous proposons qu'une modulation des propriétés mécaniques des 
cellules de la vasculature pourrait être un élément précurseur à ces complications. Par 
exemple, une modulation de l'état contractile des CMLV peut être associée à de 
l'hypertension artérielle, laquelle favorise l'incidence d'AVC et d'insuffisance rénale. Une 
modulation de l'état contractile des CE peut être associée à une augmentation de la 
perméabilité cellulaire qui serait une étape initiale dans la formation de plaque d'athérome. 
De plus, une augmentation de la rigidité des CE pourrait entraîner une modulation de leur 
sensibilité dans le processus de transduction des forces mécaniques induites par le flot 
laminaire sanguin. Considérant que la rigidité cellulaire est définie par les éléments du 
cytosquelette et que ceux-ci sont impliqués dans les mécanismes de transduction des forces 
mécaniques au niveau cellulaire, la détection et la transmission de la signalisation cellulaire 
et des fonctions associées pourraient être compromises. Parmi celles-ci, notons la 
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régulation de la sécrétion d'agents vasoactifs, pro-inflammatoires et anti/pro-coagulant. 
D'autre part, une modulation des propriétés mécaniques des fibroblastes et des péricytes 
pourrait entraîner une dysfonction du processus de cicatrisation et de la perméabilité de la 
BHE, respectivement. 
 
 De plus, les autres fonctions vasculaires associées à l'activation du récepteur AT1a 
pourraient également être affectées par l'exposition à un agent glyquant, incluant la 
croissance cellulaire, la déposition de la matrice extra-cellulaire et le processus 
d'inflammation (Touyz, He, Deng, & Schiffrin, 1999). Finalement, cette étude souligne 
l'importance de développer des composés non-toxiques et efficaces permettant l'inhibition 
de la glycation in vivo à administrer chez les patients atteints du diabète chez lesquels la 
glycémie demeure souvent incontrôlée. 
 
	   164	  
 
PERSPECTIVES 
 Cette thèse a permis sans équivoque de démontrer l'impact de la glycation cellulaire 
sur les propriétés mécaniques et la fonction contractile cellulaire. En effet, l'exposition des 
cellules à un agent glycant, tel que le glyoxal, entraîne une augmentation de la rigidité et de 
la réponse contractile à l'AngII sur un type cellulaire exprimant le récepteur AT1. 
Considérant que l'exposition au glyoxal entraîne également la glycation de l'actine et de 
ROCK, on présume que la glycation de ces protéines impliquées dans la régulation du 
cytosquelette et de la machinerie contractile cellulaire peut être à l'origine de ces 
dysfonctions cellulaires. Parcontre, certains résultats supplémentaires permettraient d'établir 
avec davantage de certitudes les mécanismes impliqués dans cette augmentation de la 
rigidité cellulaire et de la réponse contractile à l'AngII. De plus, la transposition des 
résultats obtenus dans cette thèse à un contexte physiologique par l'étude d'un modèle 
cellulaire plus spécifique au système vasculaire apporterait davantage d'informations sur 
l'impact réel de la glycation sur les complications vasculaires associées au diabète.  
 
 En effet, il serait d'abord intéressant d'évaluer la capacité contractile d'un modèle 
cellulaire plus proche de ceux présents dans la vasculature. Par exemple, l'utilisation de 
cellules endothéliales ou encore des cellules des muscles lisses vasculaires pourrait révéler 
l'impact réel de la glycation sur la perméabilité et sur la contraction musculaire. De plus, il 
serait intéressant de vérifier l'influence du degré de glycation sur les propriétés mécaniques 
de la cellule en variant les conditions d'exposition par la modulation de la concentration de 
l'agent de glycation ou du temps d'exposition. L'exposition à d'autres agents de glycation, 
tels que le méthylglyoxal et le 3-désoxyglucosone pourrait également apporter une nouvelle 
perspective quant à l'impact de la nature des composés de glycation formés sur cette même 
fonction contractile. 
 
 Nous souhaiterions dans un deuxième temps approfondir l'impact de la glycation 
cellulaire sur les fonctions et les propriétés du cytosquelette cellulaire. Il faudrait d'abord 
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clarifier l'étendue de l'effet du glyoxal sur la réticulation des filaments d'actine par une 
analyse en chromatographie haute performance liquide couplée à la spectrométrie de masse 
(CLHP/MS), de façon à quantifier la formation du composé GOLD. En effet, la formation 
de ce composé est générée par la réticulation de deux groupements amines avec le glyoxal. 
On pourrait aussi mesurer l'association de l'actine avec d'autres protéines partenaires 
impliquées dans le processus de polymérisation (profiline, ARP2/3), des protéines 
d'ancrages à la membrane (protéines de la famille ERM) ou des protéines responsables de 
la réticulation du réseau (spectrine, filamine, actinine) de façon à évaluer l'impact de la 
glycation sur les propriétés mécaniques du cytosquelette. 
 
 Nous avons constaté dans cette étude que ROCK semble impliqué dans 
l'augmentation de la réponse contractile cellulaire à l'AngII. Il faudrait investiguer 
davantage afin d'établir un lien direct entre sa glycation et les modulations de son activité 
kinase. D'une part, il serait important de déterminer quels acides aminés ont spécifiquement 
été modifiés et d'autre part, l'impact de ces modifications sur l'activité kinase de ROCK par 
un essai fonctionnel in vitro à partir de la protéine recombinante. Plus précisément, 
l'activité enzymatique de ROCK serait établie par l'évaluation de la phosphorylation d'un 
substrat, par exemple la PCLM. 
 
 Nous aimerions étudier davantage l'impact de cette activation de ROCK sur les 
protéines effectrices de ROCK reliée à la régulation du cytosquelette d'actine. Il serait par 
exemple intéressant de mesurer les niveaux de phosphorylation de la LIM-kinase, des 
protéines de la famille ERM et de l'adducine suivant la stimulation à l'AngII. L'activation 
de ces protéines suivant l'exposition au GO aura certes un impact sur l'organisation et la 
dynamique de polymérisation des filaments d'actine.  
 
 Il reste également beaucoup à explorer quant au rôle de la gelsoline et de l'impact de 
son association avec l'actine dans l'organisation du cytosquelette d'actine dans les 
conditions d'exposition au GO. Il reste à confirmer si la présence accrue du complexe 
actine-gsn est causée par une augmentation de leur association, dépendant au préalable de 
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la glycation de l'actine, ou d'un ralentissement du processus de décoiffement des filaments 
par le PIP2. 
 
 Finalement, il sera important d'évaluer si les résultats obtenus avec l'activation du 
récepteur AT1 sont transposables à l'activation de d’autres récepteurs vasoactifs, tels que 
par la vasopressine, la bradikinine et l'endothéline par exemple. Plusieurs études rapportent 
en effet une dérégulation de la signalisation de ces récepteurs chez les patients diabétiques 
(Doggrell, 2005; Schöneberg et al., 1998).  
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